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Upaya mengurangi morbiditas dan mortalitas ibu dan bayi dapat 
dilakukan dengan memperhatikan konsumsi pada masa kehamilan, salah 
satunya adalah konsumsi kafein. Kafein dapat menyebabkan gangguan dan 
kegagalan pembentukan jantung janin. Irama denyut jantung yang tidak normal 
akibat konsumsi kafein menjadi tanda gangguan fungsi jantung yaitu fetal 
distress. Kafein bersifat antagonis terhadap reseptor adenosine dan 
vasokonstriktif terhadap pembuluh darah uteroplasenta pada ibu hamil, 
sehingga menyebabkan hipoksia janin dan stres oksidatif yang menginduksi 
kerusakan komponen seluler. Kerusakan tersebut dapat diatasi dengan 
senyawa antioksidan. Salah satu buah yang mengandung antioksidan tinggi 
adalah buah delima, terutama pada kulitnya. Kulit delima menunjukkan 
kemampuan menangkal radikal bebas tertinggi dibandingkan dengan buah lain, 
mengurangi stress oksidatif  dan menunjukkan efek cardioprotective. Penelitian 
ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak kulit delima terhadap denyut 
jantung dan edema perikardium embrio ikan zebra yang terpapar kafein secara 
in vitro. Penelitian ini menggunakan desain eksperimental post-test only control 
group. Sampel terbagi menjadi 8 kelompok yaitu kelompok kontrol, kontrol 
negatif (kafein 100 ppm), kontrol positif (kafein 100 ppm + Vitamin C 30 ppm), 
ekstrak kulit delima dengan konsentrasi 0,14 ppm, 0,28 ppm, 0,42 ppm, 0,56 
ppm dan 0,7 ppm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kulit delima 
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap denyut jantung (p=0.000) 
dengan Uji One Way ANOVA dan edema perikardium (p=0.000) dengan Uji 
Kruskal-Wallis. Uji regresi dan korelasi menunjukkan bahwa terdapat pengaruh 
dan hubungan negatif yang signifikan pada pemberian ekstrak kulit delima 
terhadap denyut jantung dan edema perikardium. Kesimpulan dari penelitian ini 
adalah ekstrak kulit delima sebagai antioksidan dapat menurunkan denyut 
jantung dan kejadian edema perikardium yang terpapar kafein. 
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Efforts to reduce maternal and infant morbidity and mortality can be done 
by paying attention to consumption during pregnancy, one of them is the 
caffeine intake. Caffeine can cause interference and failure of fetal heart 
formation. Abnormal heart rate rhythm due to caffeine consumption is a sign of 
heart dysfunction on fetus as known as fetal distress. Caffeine is antagonistic 
to adenosine and vasoconstrictive receptors of utero-placental blood vessels in 
pregnant women, causing fetal hypoxia and oxidative stress which induces 
cellular component damage. The damage can be overcome with antioxidant 
compounds. One of fruit that contains high antioxidants is pomegranates, 
especially on its peel. Pomegranate peel shows the highest ability to counteract 
free radicals compared to other fruits, reducing oxidative stress and showing 
cardioprotective effects. The aim of this study is to determine the effect of 
pomegranate peel extract to caffeine exposure on heart rate and pericardial 
edema of zebrafish embryo as animal model. This study used the post-test only 
control group experimental design. Zebrafish sample was divided into 8 groups: 
control group (without any exposure), negative control (caffeine 100 ppm), 
positive control (caffeine 100 ppm + Vitamin C 30 ppm), pomegranate peel 
extract with various concentrations of 0.14 ppm, 0.28 ppm, 0.42 ppm, 0.56 ppm 
and 0.7 ppm that was combined with caffeine 100 ppm. The results showed that 
there were significant differences on both heart rate (p = 0.000) by using One 
Way ANOVA Test and pericardium edema (p = 0.000) by using the Kruskal-
Wallis Test among caffeine exposure only group and all pomegranate peel 
concentration group. Meanwhile, regression and correlations test showed that 
there were significant effects and negative relationships on the administration 
of pomegranate peel extracts to heart rate and pericardial edema. It concluded 
pomegranate skin extract as an antioxidant can reduce heart rate and the 
incidence of pericardial edema on caffeine-exposed zebrafish. 
 
Keywords: Pomegranate Peel, Caffeine, Heart Rate, Pericardical Edema, 
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  BAB I 
PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang 
Angka kematian bayi (AKB) dan Angka Kematian Ibu (AKI) merupakan 
salah satu indikator yang mencerminkan derajat kesehatan suatu negara dan 
menjadi prioritas pembangunan nasional. Angka Kematian Bayi (AKB) di 
Indonesia mencapai 25,5 kematian per 1.000 kelahiran hidup dan Angka 
Kematian Ibu (AKI) yaitu 359/100.000 kelahiran hidup (Kemenkes, 2013; 
Kemenkes, 2015; BPS, 2017; Kemenkes, 2018). Salah satu penyebab 
kematian bayi yaitu kelainan kongenital akibat paparan teratogen 
(Christianson, 2006; Feldkamp et al., 2017). Upaya mengurangi morbiditas 
dan mortalitas bayi dapat dimulai sejak masa kehamilan karena pada masa 
tersebut terjadi pembentukan dan perkembangan janin di dalam uterus. 
Sehingga, ibu perlu memerhatikan asupannya demi pertumbuhan dan 
perkembangan janin yang optimal. Salah satu zat yang perlu diperhatikan 
dalam konsumsi ibu hamil adalah kafein. 
Kafein (1,3,7-trimethylxanthine) merupakan zat psikoaktif yang banyak 
dikonsumsi oleh masyarakat, tidak terkecuali ibu hamil. Sekitar 80% manusia 
di dunia mengonsumsi kafein (Lara, 2010). Kafein terkandung dalam makanan 
dan minuman antara lain kopi, teh, coklat, dan softdrink (Vasconselos et al., 
2012) dan terkandung dalam berbagai jenis obat-obatan (Morgan, 2013). 
Menurut Verster (2017), sumber kafein yaitu berasal dari 64% kopi, 
17% softdrink, 17% teh dan 1-2% minuman berenergi. Kopi merupakan salah 
satu sumber kafein terbesar karena setiap 237 ml kopi mengandung 75−150 




setiap tahunnya sekitar 1,15 kg/kap/tahun dan diprediksi akan terus naik 
setiap tahunnya (AEKI, 2014; Kementerian Pertanian, 2016). 
Hasil wawancara dengan 10 ibu hamil di Ponorogo menunjukkan 
bahwa semua ibu hamil masih minum kopi setiap hari tanpa memperhatikan 
jumlah yang dikonsumsi. Bahkan beberapa diantaranya mengonsumsi 3 gelas 
kopi atau lebih per harinya (Yulianti, 2014). Wisborg et al (2003) juga 
menyatakan bahwa sekitar 57% ibu hamil mengonsumsi kopi dengan rincian 
34% mengonsumsi 1-3 cup/hari, 18% 4-7 cup/hari, dan 5% lainnya lebih dari 
8 cup/hari. 
Kafein memiliki dampak terhadap janin karena dapat menembus cairan 
ketuban, plasenta, ASI, sawar darah otak dan serta mempengaruhi masa pre-
implantasi melalui difusi cairan ke dalam uterus karena sifatnya yang 
hidrofobik (Nawrot et al., 2003; Yeh et al., 2012). Kadar kafein yang tinggi 
dapat meningkatkan resiko gangguan pertumbuhan intrauterin dan kelainan 
kongenital (Yeh et al., 2012; Chen et al., 2014; Chen et al., 2016). Malformasi 
kongenital menyebabkan sekitar 3,3 juta kematian/tahun pada anak berusia 
kurang dari 5 tahun dan terjadi pada 1-6% kehamilan di seluruh dunia 
(Glinianaia et al., 2017) Sejumlah 303.000 bayi baru lahir meninggal dalam 
waktu 4 minggu setiap tahunnya akibat malformasi kongenital (World Health 
Organization (WHO), 2016). 
Salah satu organ yang terganggu akibat konsumsi kafein adalah 
jantung. Kegagalan pembentukan jantung menjadi hal yang sangat berbahaya 
dan dapat menyebabkan kematian. Gangguan jantung dapat terjadi pada 
janin di dalam kandungan ibu hamil berpotensi terjadinya congenital heart 




tidak normal menjadi tanda gangguan fungsi jantung. Terjadinya perubahan 
fetal heart rate (FHR) atau denyut jantung janin dapat menjadi salah satu 
indikator terjadinya fetal distress yang berhubungan dengan morbiditas dan 
mortalitas pada janin.  
Efek kafein terhadap jantung berkaitan dengan sifat antagonis 
terhadap reseptor adenosine sehingga menjadikan kafein bersifat 
vasokonstriktif terhadap pembuluh darah (Temple, 2009). Vasokontriksi 
pembuluh darah uteroplasenta pada ibu hamil dapat menyebabkan hipoksia 
janin yang kemudian mencetuskan timbulnya stress oksidatif (Gupta et al., 
2007). Stress oksidatif merupakan ketidakseimbangan antara radikal bebas 
(pro-oksidan) dengan antioksidan yang menginduksi kerusakan komponen 
seluler yang bersifat ireversibel.  
Kerusakan tersebut dapat diatasi dengan senyawa antioksidan 
sebagai perlindungan tubuh dari serangan radikal bebas (Zalukhu et al., 
2016). Namun, terkadang sistem antioksidan yang dihasilkan oleh tubuh ibu 
hamil tidak cukup mampu menangkal radikal bebas. Proses kehamilan dapat 
meningkatkan metabolisme dan penggunaan antioksidan tubuh yang ditandai 
dengan penurunan total aktivitas antioksidan (Adiga & Adiga, 2009). Tubuh 
telah memproduksi antioksidan enzimatik (endogen), namun jika jumlah 
radikal bebas dan tubuh berlebih, maka antioksidan endogen tidak mampu 
mengendalikan jumlah radikal bebas sehingga terjadi keadaan stress 
oksidatif. Oleh karena itu, ibu hamil membutuhkan tambahan asupan 
antioksidan dalam jumlah yang lebih besar dari luar tubuh (antioksidan 




Banyak jenis tanaman maupun buah-buahan dengan kandungan 
antioksidan tinggi yang tersebar di berbagai daerah di Indonesia belum 
dimanfaatkan dan tidak diketahui khasiatnya. Salah satu buah yang populer 
di Indonesia dan mengandung antioksidan tinggi adalah buah delima. Delima 
menjadi tanaman binaan menurut Keputusan Menteri Pertanian tahun 2006. 
Buah delima memiliki aktivitas antioksidan yang paling tinggi diantara 28 buah 
lainnya. Bahkan, antioksidan buah delima pada kulit jauh lebih tinggi 
dibandingkan dengan daging buahnya, yaitu 82,11 mmol/100 gr pada kulit dan 
3,10 mmol/100 gr pada daging buah delima (Li et al., 2005).  
Kulit delima menunjukkan kemampuan menangkal radikal bebas 
tertinggi dibandingkan dengan buah lain (Xu et al., 2003; Okonogi et al., 2007). 
Kandungan antioksidan kulit buah delima diketahui dapat mengurangi stress 
oksidatif dan menunjukkan efek cardioprotective (Hassanpour Fard et al., 
2011). Namun, kulit buah delima seringkali hanya menjadi sampah dan tidak 
dimanfaatkan. Padahal kulit delima mengandung senyawa flavonoid, asam 
fenolat, dan tannin diantaranya gallotannin, ellagitannin, anthocianin, asam 
ellagic, kuersetin, asam galat, katekin yang mempunyai khasiat tinggi sebagai 
antioksidan (Madrigal-Carballo et al., 2009). Polifenol sebagai antioksidan 
dalam kulit delima dapat menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi 
kekurangan  elektron dan memutus reaksi oksidasi berantai, sehingga dapat 
menetralkan oksidan menjadi bentuk yang tidak toksik (Changpraykal, 2016) 
Salah satu model penelitian yang dapat digunakan untuk meneliti 
embriologi janin dan mengamati kelainan jantung adalah ikan zebra (Tiffany 
et al., 2017). Ikan zebra digunakan sebagai model penelitian dikarenakan 




metabolisme yang sama dengan mamalia (Howe et al., 2013; Aceto et al., 
2015). 
Oleh karena itu, berdasarkan latar belakang diatas, peneliti tertarik 
melalukan penelitian dengan judul “Pengaruh Pemberian Ekstrak Kulit Delima 
Merah (Punica granatum L) terhadap Denyut Jantung dan Edema Perikardium 
Embrio Ikan Zebra (Danio rerio) yang Terpapar Kafein secara In vitro”. 
 
1.2 Rumusan Masalah 
Apakah terdapat pengaruh pemberian ekstrak kulit buah delima 
(Punica granatum L) terhadap denyut jantung dan edema perikardium embrio 
ikan zebra (Danio rerio) yang terpapar kafein? 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
1.3.1 Tujuan Umum 
Untuk menganalisis pengaruh pemberian ekstrak kulit buah delima 
(Punica granatum L) terhadap denyut jantung dan edema perikardium 
embrio ikan zebra (Danio rerio) yang terpapar kafein. 
1.3.2 Tujuan Khusus 
1. Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak kulit buah delima (Punica 
granatum L) terhadap denyut jantung dan edema perikaridum embrio 
ikan zebra(Danio rerio) yang terpapar kafein. 
2. Menganalisis perbandingan antara berbagai konsentrasi kulit buah 
delima (Punica granatum L) terhadap denyut jantung dan edema 






1.4.1 Manfaat Akademis 
1. Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sebagai dasar penelitian awal 
berkaitan dengan pengaruh pemberian kulit delima terhadap denyut 
jantung dan edema perikardium selama masa kehamilan terhadap ibu 
dan janin, sehingga dapat dilakukan penelitian selanjutnya. 
1.4.2 Manfaat Praktis 
1. Penelitian ini diharapkan menjadi referensi awal untuk pengembangan 
penelitian selanjutnya mengenai pengunaan konsentrasi kulit delima dan 
potensi antioksidannya dalam pencegahan gangguan pada jantung janin. 
2. Penelitian ini dapat membuat masyarakat terutama ibu hamil untuk tetap 
aware (waspada) terhadap segala makanan dan minuman yang 
dikonsumsinya selama hamil serta menjadi dasar dalam pemberian 
asuhan kehamilan oleh profesi bidan. 
3. Penelitian ini dapat memberikan gambaran mengenai potensi limbah 
organik kulit delima yang saat ini masih belum dimanfaatkan secara 








2.1.1 Sifat Kimia Kafein 
Kafein merupakan senyawa alkaloid golongan xanthine (basa purin) 
yang berupa kristalin putih. Kafein (1,3,7-trimethylxanthine) merupakan 
golongan methylxanthine seperti theophylline (1,3-dimethylxanthine) dan 
theobromine (3,7- dimethylxanthine). Kafein murni berbentuk bubuk putih 
yang tidak berbau dengan rasa pahit (Bhara, 2009; Heckman et al., 2010) 
dengan rumus kimianya C6H10O2. Atom nitrogen pada kafein bentuknya 
planar karena terletak di orbita hibrid sp. Hal ini menjadikan molekul kafein 








Gambar 2.1 Struktur Kimia Kafein 
Kafein dalam tubuh dimetabolisme menjadi Paraxhantine, 
Theobromine, dan Theophylline (Heckman et al., 2010) 
 
2.1.2 Sumber Kafein 
Kafein telah digunakan selama ribuan tahun dan merupakan salah 
satu bahan makanan aktif yang paling banyak dikonsumsi di seluruh dunia. 





ringan, serta produk yang mengandung kakao atau cokelat, dan berbagai 
obat seperti dalam beberapa formulasi pereda nyeri dan suplemen 
makanan. Kafein adalah alkaloid alami yang ditemukan dalam jumlah yang 
bervariasi dalam biji, daun, dan buah-buaha pada lebih dari 60 tanaman. 
Beberapa sumber kafein umum adalah kacang kola (Cola acuminate), biji 
coklat (Theobroma cacao), yerba mate (Ilex paraguariensis), dan guarana 
berry (Paullinia cupana). Namun, biji kopi panggang (Coffea arabica dan 
Coffea robusta), dan daun teh (Camelia siniensis) adalah sumber utama 
kafein di dunia. Di Amerika Serikat, sebagian besar kafein yang dikonsumsi 
dikonsumsi dalam bentuk kopi dan teh; cocoa, kacang kola dan kafein 
sintetis untuk porsi kecil. Tidak ada perbedaan kimia antara kafein sintetis 
dan kafein alami.  
Kafein paling sering dikonsumsi dalam minuman beralkohol seperti 
kopi (71%), minuman ringan (16%), dan teh (12%). Pasar untuk minuman 
berkafein telah meningkat dalam dekade terakhir dengan pengenalan 
minuman fungsional, termasuk kategori minuman energi, serta minuman 
lainnya seperti minuman olahraga berkafein, jus, dan air (Heckman, Weil dan 
de Mejia, 2010). 
Kafein secara alami ditemukan di biji bijian, daun dan buah pada 
beberapa tanaman dengan konsentrasi bervariasi. Terdapat 63 spesies 
tanaman berbeda yang saat ini diketahui mengandung kafein (Tim, 2015). 
Sumber kafein yang paling sering dijumpai adalah kopi (tanaman kopi, 
Coffea sp.), teh (tanaman teh, Camellia sinensis), dan coklat (tanaman 




tambahan kafein seperti pada minuman cola, minuman berenergi dan 
beberapa obat psikoaktif banyak dikonsumsi oleh masyarakat dunia.  
 Tabel 2.1 Kandungan Kafein dalam beberapa Produk Minuman, 
Makanan, dan Obat (Staff, 2014) 
 
Jenis Produk Kandungan Kafein (mg) 
Jenis Kopi 
Kopi tubruk (237 ml) 
Kopi tubruk, decaffeinated (237 ml)  
Kopi tubruk, instan (237 ml)  
Kopi tubruk, instan, decaffeinated (237 ml) 
Espresso, ala restaurant (30 ml) 
Espresso, ala restaurant, decaffeinated (30 ml) 
Kopi instan (237 ml) 
Kopi instan, decaffeinated  (237 ml) 
Kopi khusus (latte atau mocha)  (237 ml) 
Jenis Teh (237 ml) 
Teh hitam 
Teh hitam, decaffeinated 
Teh hijau 
Teh instan dingin, dihidangkan dengan air   
Es teh siap minum, dalam botol 
Jenis Soft Drinks (355 ml) 






Sprite, regular, dan diet 
Minuman Berenergi 
Amp, regular atau sugar-free (237 ml) 
Red Bull, regular atau sugar-free (248 ml) 
Rockstar, regular atau sugar-free (237 ml) 
Obat 
Excerdin Extra Strength 1 tablet 
NoDoz Max Strength 1 tablet 





Amostat, Anorexin, Appendrine, Nodoz, Wakoz 
Permen 
Cokelat chips 1 tablet 
Cokleta hitam dilapisi biji kopi 28 buah 














































Kandungan kafein dalam teh setengah kali lebih banyak dari kafein 
yang dikandung kopi. Beberapa tipe teh seperti teh hitam mengandung lebih 
banyak kafein dibandingkan jenis teh yang lain. Teh mengandung sedikit 
theobromine dan sedikit lebih tinggi theophyline dari kopi. Kafein dalam kopi 
berbeda bergantung jenis pengolahan dan penyaringan kopinya. Kafein juga 
merupakan bahan yang dipakai untuk minuman nonalkohol seperti cola, 
yang semula dibuat dari kacang kola. Soft drinks khususnya terdiri dari 10-
50 miligram  kafein (Yonata et al., 2016). Selain itu, Indonesia menjadi salah 
satu negara produsen dan eksportir kopi paling besar di dunia (USDA, 2018) 
dengan jumlah 453 kg/tahun (Smith, 2017). Selain itu, kafein juga ditemukan 
dalam pengobatan klinis seperti obat diuretic, tablet analgesik, obat NSAID, 
musce relaxants, obat untuk memperbaiki penyerapan ergotanin pada kasus 
migrain dan juga digunakan dalam pengobatan pada kelainan otak seperti 
penyakit Parkinson (Pasaoglu et al., 2011; Brown et al., 2018). 
2.1.3 Metabolisme Kafein 
Kafein diabsorpsi dengan cepat di saluran pencernaan, mencapai 
kadar puncak dalam darah selama 30 hingga 45 menit (Sukandar dkk, 2008). 
Waktu paruh kafein sangat bervariasi antar individu dipengaruhi oleh faktor-
faktor seperti umur, fungsi hati, kehamilan, beberapa obat bersamaan, dan 
tingkat enzim dalam hati yang dibutuhkan untuk metabolisme kafein. Kafein 
pada orang dewasa yang sehat mempunyai waktu paruh 4 sampai 5 jam, 
yang menjadi lebih panjang pada penderita penyakit hati (96 - >100 jam), 
penggunaan kontrasepsi oral (5-10 jam), bayi dan neonatus (30 jam) atau 




wanita hamil 2-3 kali lebih lama kerena perubahan hormonal yang terjadi 
dalam tubuh (Smith, 2002)  
Kafein dimetabolisme di hati oleh sistem enzim sitokrom P450 
oksidase (lebih spesifik dikenal isozim 1A2/CYPIA2) menjadi tiga metabolik 
dimethylxanthines, yang masing-masing memiliki efek sendiri pada tubuh:  
a) Paraxanthine (84%): memiliki efek lipolisis, yang menyebabkan 
peningkatan gliserol dan bebas kadar asam lemak dalam plasma 
darah. 
b) Teofilin (4%): stimulasi sistem saraf pusat, yang digunakan untuk 
melemaskan otot polos dari saluran pernapasan dan digunakan 
untuk mengobati asma. Dosis terapi teofilin lebih besar diperoleh dari 
metabolisme kafein. Memiliki efek diuretic. 
c) Theobromine (12%): menstimulasi sistem saraf pusat, namun kurang 








Gambar 2.2 Metabolisme Kafein 
Kafein dimetabolisme oleh CYP450 menjadi Thephylline, Paraxanthine dan 
Theobromine. Theophylline (1,3 Dimethylxanthine/DMX), Paraxanthine (1,7 
Dimethylxanthine/DMX) dan Theobromine (3,7 Dimethylxanthine/DMX). CYP 450 
(cytochrome P450); XO (xanthine oxidoreductase); NAT 2 (N -acetyltransferase 2); MX 
(monomethylxanthines), DMX (dimethylxanthines), dan TMX (trimethylxanthines); MUA 
(monomethyluric acids), DMU (dimethyluric acids), dan TMU (trimethyluric acids); AFMU 




Terdapat 4 mekanisme kafein pada aktifitas seluler dalam keadaan 
normal yaitu: (1) antagonis terhadap reseptor adenosine,  (2) menghambat 
fosfodiesterase, (3) modulasi reseptor GABA, dan (4) regulasi kalsium 
intraseluler. Mekanisme utama kafein adalah dengan menghambat 
reseptor adenosine secara kompetitif pada tingkat sel. Hambatan ini 
meningkatkan hormone seperti norepinefrin, dopamin dan hormone 
serotonin. Reseptor adenosine diklasifikasikan berdasarkan 
kemampuannya untuk meningkatkan atau mengurangi konsentrasi cAMP 
intraselular. Kafein (methylxanthines) mampu menghambat ke-empat tipe 
dari reseptor adenosine (A1, A2A, A2B and A3), tapi sebagian besar kerja 
kafein dimediasi dengan menghambat reseptor adenosine tipe A1 and 
A2A. Sedangkan teofilin dan paraxanthine memiliki daya afinitas yang 
tinggi terhadap reseptor A1, A2A, dan A2B namun merupakan antagonis 
yang lemah bagi reseptor subtipe A3. Sedangkan theobromine memiliki 
afinitas yang lebih rendah dibandingkan dengan methylxanthine pada 
reseptor A1 dan A2 (Monteiro et al., 2016) 
Selain itu, kafein juga dapat bersifat kompetitif non-selektif 
reversibel untuk menghambat enzim fosfodiesterase, terlebih lagi pada 
fosdodesterase-4 (PDE4). Hal ini dapat mencegah degradasi siklus cAMP 
adenosine dan meningkatkan konsentrasi cAMP. cAMP merupakan 
komponen yang penting pada respon selular terhadap hormone dan 
neurotransmitter (Monteiro et al., 2016). Hambatan terhadap enzim 
fosfodiesterase oleh teofilin dapat menimbulkan dilatasi bronkus yang 




Mekanisme yang ketiga yaitu kafein dalam menghambat modulasi 
terhadap reseptor GABA, sehingga berpengaruh terhadap transportasi ion 
pada otak. Mekanisme yang keempat yaitu stimulasi pelepasan kalsium 
intraselular melalui aktifasi reseptor ryanodine yang terdapat pada 
retikulum endoplasma (Monteiro et al., 2016). Kafein dianggap sebagai 
agonis penuh dari resptor ryanodine (RyR2) yang membuat adanya 
pelepasan kalsium. Selain itu, kafein juga membuat myofilament menjadi 
sensitive terhadap kalsium dengan mengikat reseptor ryanodine tersebut. 
Farmakokinetika dan bioavailabilitas kafein pada bayi prematur 
menunjukkan bahwa kafein benar-benar terserap setelah pemberian larutan 
kafein sitrat orogastrik (Charles et al., 2008). Pada manusia sehat, kisaran 
pengosongan lambung kafein adalah 50 hingga 175 menit; 50% dari dosis 
dikosongkan dalam 1 hingga 2 jam dan lebih dari 90% dengan 3,5 jam 
setelah pemberian dosis. Kinetika absorpsi kafein terkait erat dengan 
pengosongan lambung. Beberapa penelitian telah dilakukan untuk 
membandingkan berbagai dosis kafein dengan berbagai bentuk yaitu kapsul, 
larutan oral, atau permen karet dengan tujuan untuk menentukan yang paling 
aman, paling dapat diandalkan, dan paling cepat diserap (Heckman, Weil & 
de Mejia, 2010).  
2.1.4 Efek Farmakologis Kafein 
Penurunan klirens kafein pada ibu selama kehamilan serta sifat 
hidrofobik kafein menyebabkan kafein dapat melewati barrier plasenta dan 
lapisan darah-otak (Yeh et al., 2012; Pei et al., 2015). Kafein yang dapat 
dengan mudah melewati sawar darah dan plasenta akan menginduksi 




malformasi (Rashidi et al., 2012). Malformasi kongenital merupakan 
gangguan fungsional, struktural, dan metabolik yang disebabkan karena 
ketidaksempurnaan atau kegagalan dari satu atau lebih proses 
embriogenesis (Pei et al., 2015) 
Kafein menunjukan efek farmakologis dan biologis yang luas (Calvo 
et al., 2009). Kafein merupakan senyawa yang berikatan dengan reseptor 
adenosine dan reseptor ryanodine yang terdapat banyak pada sistem saraf 
dan sistem kardiovaskular yang memliki peran dalam regulasi pelepasan 
kalsium intaselular, peredaran darah koronaria, dan angiogenesis (Huang et 
al., 2005; Yeh et al., 2012) 
Kafein meningkatkan pelepasan katekolamin yang memicu 
vasokonstriksi janin dan plasenta sehingga dapat menyebabkan malformasi 
kongenital (Okubo et al., 2015). Peningkatan sekresi katekolamin (adrenalin, 
dopamin dan serotonin) disebabkan adanya penekanan terhadap reseptor 
adenosine (Temple, 2009). Peningkatan sekresi hormon-hormon tersebut 
dapat meningkatkan tekanan sistolik dan diastolic pada arteri brakialis dan 
tekanan darah perifer, vasokontriksi, takikardi, pengeluaran glukosa dari 
hepar dan penurunan aliran darah ke organ-organ dalam. Konsumsi kafein 
yang tinggi akan menyebabkan vasokonstriksi utero placental yang dapat 
mengakibatkan malformasi fetus, infertilitas pada ibu, dan keadaan berat 
badan lahir rendah, kemungkinan hal ini diakibatkan oleh meningkatnya 
cycle adenosine monophospate (cAMP) yang akan mengganggu 
perkembangan sel (Bech et al., 2007) 
Kafein akan menurunkan aktivitas  DNA  polimerase  dan  




berbahaya bagi ibu hamil jika dikonsumsi dalam jumlah yang berlebih karena 
mampu menginduksi terjadinya mutasi gamet dengan meningkatkan level 
sirkulasi katekolamin dan menginduksi mitosis sel-sel mamalia sebelum fase 
replikasi berakhir (Rashidi et al., 2012) 
Sebelum plasenta terbentuk, kafein sebagai zat yang larut dalam 
lemak memasuki cairan uterus di endometrium (endometrial fluid). Zat 
tersebut kemudian berpenetrasi ke blastocyst yang masih berenang bebas 
sebelum implantasi. Mekanisme ini dipengaruhi oleh kelarutan lemak dan 
derajat ionisasi. Blastocyst yang belum berimplantasi memiliki membrane 
yang permeable sehingga mudah dimasuki oleh beberapa senyawa 
termasuk kafein. Ketika ibu terpapar dengan agen kimia, senyawa tersebut 
dengan bebas berpindah dari sirkulasi ibu ke dalam cairan luminal uterus 
dan menembus hasil konsepsi yang berkembang selama tahap 
praimplantasi. 
Volume cairan uterus diatur secara dinamis selama kehamilan awal, 
sehingga gangguan oleh faktor hormonal atau non hormonal dapat 
membahayakan perkembangan embrio, lokasi embrio intrauterin, dan 
implantasi embrio. Paparan yang berasal dari pola konsumsi ibu selama 
kehamilan dapat mengubah lingkungan intrauterin (cairan uterus), yang 
dapat mempengaruhi kualitas embrio dan regulasi epigenetik dari ekspresi 
gen seperti gangguan metabolic (Zhang et al., 2017). Setelah embrio 
berimplantasi, zat kafein dalam sirkulasi darah ibu dapat masuk melalui 
sistem trofoblas yang kemudian akan mempengaruhi yolk sac (kantung 




Kantung kuning telur (yolk sac) adalah kantung bermembran yang 
melekat pada embrio, dibentuk oleh sel-sel hipoblast dan bersebelahan 
dengan piringan embrionik (embrional disc). Yolk sac sangat penting untuk 
suplai darah di masa awal embrio untuk ditransfer menuju usus primordial 
selama minggu keempat perkembangan (Moore et al., 2013). Kantung 
kuning telur bertindak sebagai jalur utama pertukaran antara embrio 
manusia dan ibu sebelum sirkulasi plasenta terbentuk. Kantung kuning telur 
menyediakan fungsi nutrisi, metabolik, endokrin, imunologis, dan 
hematopoietik selama organogenesis dalam kehidupan embrio (Norton, 
2016). Yolk sac embrio ikan zebra yang dipapar kafein yang zat aktifnya 
masuk ke dalam chorion mampu mengganggu proses metabolisme, 
sehingga nutrisi tidak terserap secara sempurna ke dalam embrio. 
Metabolisme yang tidak berjalan dengan semestinya pada akhirnya akan 
menyebabkan pertumbuhan organ menjadi tidak sempurna (Aida, 2015). 
Kafein merupakan derivat xanthine yaitu sumber penting dari 
terjadinya pembentukan radikal bebas (pro-oksidan) yang dapat 
meningkatkan keadaan stres oksidatif yang dapat menginduksi kerusakan 
komponen seluler yang bersifat ireversibel dan menyebabkan kematian sel 
melalui jalur apoptosis intrinsik melalui mitokondria, sehingga memicu 
kerusakan DNA mitokondria, disfungsi, dan peningkatan apoptosis sel 
(Zalukhu et al., 2016). Selain itu, stress oksidatif juga berperan dalam 
penurunan produksi nitrat oksida, sehingga dapat menyebabkan terjadinya 
vasokontriksi pembuluh darah (Echeverri et al., 2010) 
Meski demikian, kafein memiliki beberapa keuntungan bagi tubuh. 




orang dapat terjaga lebih lama. Konsumsi kafein sebelum pergi bersekolah 
maupun bekerja dinilai mampu membangun pikiran yang lebih fokus, 
sehingga individu dapat jauh lebih produktif. Selain itu, kafein juga dapat 
meningkatkan performa fisik melalui peningkatan kontraksi serta daya tahan 
otot (Lany, 2017). Pengaruh kafein dosis rendah terhadap mood atau 
suasana hati juga berhubungan dengan meningkatnya aktivitas fungsi 
serebral pada daerah regulator mood, saat-saat terjaga, dan tingkat 
kesejahteraan manusia (Smith, 2002). 
Permasalahan utama dalam konsumsi kafein saat kehamilan adalah 
kemungkinan abortus spontan dan gangguan pertumbuhan janin. Sebuah 
studi observasional prospektif mengenai asupan kafein ibu dan 
hubungannya dengan pertumbuhan janin oleh Kelompok Studi CARE (2008) 
menyimpulkan bahwa asupan kafein sebelum konsepsi dan selama 
kehamilan harus dikurangi (Konje dan Cade, 2008). Penelitian tersebut 
menunjukkan hubungan antara asupan kafein ibu dan peningkatan risiko 
pertumbuhan janin. Tingkat konsumsi kafein yang tinggi dapat memiliki efek 
buruk pada kesuburan dan rekomendasi untuk wanita yang hamil untuk 
membatasi kafein menjadi <300 mg/hari. Selain itu, ibu hamil disarankan 
untuk minum tidak lebih dari 2 cangkir kopi atau 4 cangkir teh per hari 
(Heckman, Weil dan de Mejia, 2010).  
International Food Information Council Foundation (IFIC) menyatakan 
bahwa batas aman konsumsi kafein perhari adalah 100-150 mg kafein (1-
2,5 cangkir kopi) atau sekitar 1,73 mg/kgBB, sedangkan untuk anak-anak 
yaitu kurang dari 14-22  mg.  Tubuh sudah mengalami peningkatan aktivitas 




2007). Konsumsi kafein >600 mg (4-7 cangkir kopi) atau lebih setiap hari 
menimbulkan overdosis kafein berbahaya dan dapat menyebabkan akibat 
fatal bahkan kematian (Food and Drug Administration, 2007). Sedangkan 
asupan harian kafein yang disarankan oleh CDC bagi ibu hamil adalah 144 
mg/hari atau 2.4 mg/kgBB/hari (Chen et al., 2008). 
 
2.2 Stres Oksidatif 
Stres oksidatif merupakan ketidakseimbangan antara radikal bebas 
(pro-oksidan) dengan antioksidan yang dipicu oleh dua kondisi umum, yaitu 
kurangnya antioksidan dan produksi radikal bebas yang berlebihan (Rush et 
al., 2009). Akibatnya intensitas proses oksidasi sel-sel tubuh normal menjadi 
semakin tinggi dan dapat menimbulkan kerusakan yang lebih banyak.  
Akumulasi radikal oksigen pada sel dan modifikasi oksidatif molekul 
biologi (lipid, protein, dan asam nukleat) berperan pada penuaan dan 
kematian sel. Reactive-Oxygen Species (ROS) pada kondisi normal berperan 
sebagai “redox messenger” dalam pengaturan jaras interseluler. Stres 
oksidatif terjadi jika produksi ROS alamiah tidak dapat diseimbangkan oleh 
kapasitas antioksidan jaringan. ROS berlebihan dapat menginduksi 
kerusakan komponen seluler yang bersifat ireversibel dan menyebabkan 
kematian sel melalui jalur apoptosis intrinsik melalui mitokondria, sehingga 
memicu kerusakan DNA mitokondria, disfungsi, dan peningkatan apoptosis 
sel (Zalukhu et al., 2016). Akumulasi mutasi DNA mitokondria, gangguan 
fosforilasi oksidatif, dan ketidakseimbangan ekspresi enzim antioksidan 




Stress oksidatif juga berperan dalam penurunan produksi nitrat oksida 
(NO). Nitrat oksida merupakan mediator yang paling penting disintesis oleh 
sel endotel, yang merupakan vasodilator, anti-platelet, anti-proliferatif, 
penurun permeabilitas, anti-imflamatori, dan antioksidan. Endotel dalam 
pembuluh darah terdiri dari monolayer aktif yang berperan penting dalam 
homestatis vaskuler. Disfungsi sel endotel berhubungan dengan penurunan 
ketersediaan NO dalam darah, baik disebabkan oleh tidak adanya produksi 
NO maupun tidak adanya aktivitas biologis dari NO (Akomolafe et al., 2018).  
Penurunan stres oksidatif dapat dicapai melalui 3 tahap, yaitu dengan 
menurunkan pajanan ke polutan lingkungan yang mengandung oksidan, 
meningkatkan jumlah antioksidan endogendan eksogen, dan menurunkan 
stres oksidatif dengan menstabilkan produksi dan efisiensi energi mitokondria. 
Stres oksidatif endogen dapat dipengaruhi dengan dua cara, yaitu dengan 
mencegah formasi ROS atau menghilangkan efek ROS dengan antioksidan 
(Zalukhu et al., 2016). Antioksidan merupakan zat yang dapat membersihkan 
radikal bebas dan mencegah radikal bebas merusak sel. Antioksidan memiliki 
efek protektif dengan menetralkan radikal bebas yang bersifat toksik dengan 
memproduksi metabolisme sel alami. Tubuh secara alami menghasilkan 
antioksidan, tapi prosesnya tidak efektif 100% jika dalam keadaan produksi 
radikal bebas melimpah di udara dan keefektifannya juga menurun karena 
penuaan (Sen et al., 2010). 
 
2.3 Radikal Bebas 
Radikal bebas (free radical) merupakan suatu atom, molekul, senyawa 




orbit luarnya. Ini menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif mencari 
pasangan dengan cara menyerang dan mengikat elektron di sekitarnya. 
Apabila senyawa yang diikiat oleh senyawa radikal bebas tersebut merupakan 
seyawa kovalen maka akan menjadi berbahaya. Senyawa yang memiliki 
ikatan kovalen adalah molekul-molekul besar (bioakromolekul) seperti lipid, 
protein, polisakarida, dan DNA. Semakin besar molekul yang mengalami 
kerusakan, semakin parah akibatnya. Kerusakan sel akan berdampak negatif 
pada struktur dan fungsi sel tersebut. Radikal bebas dapat diproduksi selama 
metabolism aeorobik dan dapat memicu kerusakan oksidatif pada 
biomolekuler termasuk lipid. protein, dan DNA (Winarsi, 2011; Zalukhu et al., 
2016; SUN, 2017). 
Radikal bebas yang mayoritas menyebabkan kerusakan sistem biologi 
dikenal sebagai Reactive-Oxygen Species (ROS). ROS dibentuk oleh sel-sel 
organisme aerobik yang dapat menginiasi reaksi autokatalitik. Molekul yang 
bereaksi dengan ROS akan diubah menjadi radikal bebas, sehingga 
memperluas rantai sehingga memperluas rantai kerusakan. Radikal bebas 
yang berlebih menyebabkan antioksidan seluler natural kewalahan, memicu 
oksidasi, dan berkontribusi terhadap kerusakan fungsional seluler (Zalukhu et 
al., 2016).  
Xanthin merupakan salah satu senyawa yang reaktif apabila terjadi 
reaksi oksidasi. Xanthin oksidase (XO) secara fisiologis bekerja dengan 
mengkonversi hipoxanthin menjadi asam uric dan anion superoksidanradikal. 
Pada keadaan stress oksidatif di mana terjadi ketidakseimbangan antara 
kadar radikal bebas dengan kapasitas antioksidan, xanthin oxidase (XO) akan 




Keadaan ini dijumpai pada penyakit disfungsi endotel seperti gagal jantung 
dan diabetes (Feoli, 2014). 
Tabel 2.2 Spesies Oksigen Reaktif (ROS) 
No Radikal  
1 O2• Superoxide 
2 HO• Hydroxyl radical 
3 HO2 Hydroperoxyl radical 
4 LO2 Lipid peroxyl radical 
5 LO• Lipid alkoxyl radical 
6 NO2 Nitrogen dioxide 
7 NO• Nitric oxide 
8 H2O2 Hydrogen proxide 
9 1O2 Singlet oxygen 
10 Fe=O Lipid hydroperoxide 




Antioksidan dapat diartikan sebagai molekul yang mampu 
menstabilkan atau menonaktifkan radikal bebas sebelum menyerang sel. 
Antioksidan dapat menghambat atau menunda oksidasi sebuah substrat. 
Oksidan endogen dapat dibedakan menjadi antioksidan endogen non-
enzimatik (contoh: asam urat, glutathione, bilirubin, tiol, albumin, vitamin dan 
fenol), dan antioksidan endogen enzimatik (contoh: superoxide dismutase, 
glutathione peroxidase, dan katalase) (Zalukhu et al., 2016). Pada orang 
normal, antioksidan endogen akan menyeimbangkan produksi ROS. 
Sumber terbanyak antioksidan berasal dari nutrisi terutama golongan fenol 
(Rahman, 2007).  
Beberapa mekanisme kerja antioksidan nutrisional antara lain: 
1. Menetralisir radikal bebas. 





3. Mendorong besi untuk menurunkan produksi ROS. 
4. Menetralisir ROS melalui metabolisme lipid, asam lemak bebas rantai 
pendek, dan kolesterol ester. 
Manusia memiliki sistem antioksidan kompleks baik enzimatik 
maupun non-enzimatik yang bekerja sinergis untuk melindungi sel dan 
sistem organ dari kerusakan akibat radikal bebas (Zalukhu et al., 2016). 
Antioksidan enzimatik antara lain glutathione peroxidase, catalase, dan 
superoxide dismutase. Antioksidan non-enzimatik antara lain vitamin E, 
vitamin C, antioksidan tiol (glutathione, thioredoxin, dan asam lipoik), 
melatonin, karotenoid, flavonoid alami, dan lain sebagainya. Antioksidan 
endogen berperan penting menjaga fungsi seluler yang optimal dan 
kesehatan sistemik secara umum. Pada kondisi tertentu yang dipicu oleh 
stres oksidatif, antioksidan endogen menjadi berkurang dan memerlukan 
antioksidan eksogen untuk mempertahankan fungsi seluler yang optimal. 
(Rahman, 2007). Vitamin C (asam askorbat) merupakan vitamin yang larut 
dalam air. Konsentrasi vitamin C ibu lebih rendah dibandingkan bayi yang 
dilahirkan, hal ini disebabkan karena mekanisme permeabilitas plasenta 
hanya terhadap dehidroaskorbat, yang akan diubah menjadi asam 
askorbat dan terakumulasi pada janin (Setiawan dkk, 2005). 
Suplemen vitamin antioksidan, khususnya vitamin C dan E, dan 
beberapa komponen sintetik dapat memperpanjang masa hidup pada 
model hewan. Vitamin C (asam askorbat) adalah antioksidan hidrofilik 
utama dan inhibitor peroksidasi lemak. Pada membran, molekul ini secara 
cepat menurunkan radikal α-tocopheroxyl dan LDL untuk regenerasi α-




tocopherol) merupakan antioksidan hidrofobik utama pada membran sel 
dan lipoprotein sirkulasi. Fungsi antioksidannya sangat kuat dibantu oleh 
regenerasi yang dipromosikan oleh vitamin C (Zalukhu et al., 2016).  
Adanya radikal bebas yang berlebihan dapat menginduksi keadaan 
stress oksidatif yang mengarah pada kerusakan sel dan dapat 
menyebabkan kematian sel. Oleh karena itu, sel mempunyai jaringan 
antioksidan untuk menghilangkan ROS yang berlebihan tersebut. 
Keseimbangan antara ROS dan antioksidan haruslah optimal, apabila 
keduanya terlalu tinggi, maka keadaan stress oksidatif dan stress 
antioksidatif juga berbahaya (Polsjak, 2013). 
Antioksidan dapat menunda, mencegah, atau menghilangkan 
kerusakan oksidatif pada molekul target. Seperti yang telah diketahui 
bahwa reaksi oksidasi dapat menghasilkan radikal bebas yang dapat 
memulai pembentukan rantai multipel yang dapat menyebabkan kerusakan 
atau bahkan kematian sel. Antioksidan dapat menghilangkan perantara 
dari radikal bebas ini melalui oksidasi antioksidan itu sendiri, dan 
menghambat reaksi oksidasi yang lain, sehingga dapat menghentikan 
pembentukan rantai yang berbahaya (Shebis, 2013). Selain itu, 
Santhakumar (2013) juga menjelaskan bahwa antioksidan sendiri 
mempunyai peranan penting dalam memutus rantai radikal melalui 
pemberian elektron kepada radikal bebas. 
2.4.2 Klasifikasi 
Di dalam tubuh, terdapat dua kelompok antioksidan utama, yakni 
antioksidan enzimatik dan antioksidan non-enzimatik. Dua kelompok 




enzimatik terbagi menjadi pertahanan enzimatik primer dan sekunder. 
Berdasarkan mekanisme kerja, antioksidan diklasifikasikan menjadi 
antioksidan primer, sekunder, dan tersier.  
1) Antioksidan primer 
Mencegah terjadinya reaksi inisiasi dengan cara bereaksi dengan radikal 
bebas dan memutus reaksi berantai oksidasi serta mengubah radikal 
bebas menjadi produk baru yang lebih stabil, lebih larut air, dan bisa 
diekskresi tubuh. Contohnya antara lain enzim-2 SOD, katalase. 
2) Antioksidan Sekunder 
Menangkap R* dan mencegah reaksi berantai. Contohnya antara lain 
vitamin C, vitamin E, betakaroten, BHA, BHT, GA 
3) Antioksidan Tersier 
Memperbaiki kerusakan sel dan jaringan yang rusak akibat R*. 
Contohnya antara lain enzim reduktase, kofaktor enzim (Q10), mineral 
(zinc dan selenium), peptida (glutation), asam fenolic, asam fenolat, dan 
senyawa nitrogen (asam urea) (Shebis, 2013). 
 
2.5 Buah Delima 
2.5.1 Deskripsi Buah Delima 
Delima merupakan tanaman buah yang berasal dari Timur Tengah 
dipercaya sebagai tanaman obat alami sejak 1550 SM (Hiwale, 2009; Ismail 
et al., 2012). Buah delima (Punica granatum) merupakan tanaman yang 
berasal dari Iran (Shaygannia et al., 2016). Tumbuhan delima (Punica 
granatum) merupakan tanaman semak atau perdu meranggas yang dapat 




percabangan banyak, lemah, berduri pada ketiak daunnya, cokelat ketika 
masih muda, dan hijau kotor setelah tua. Daun tunggal, bertangkai pendek, 
letaknya berkelompok. Helaian daun bentuknya lonjong, pangkal lancip, 
ujung tumpul, tepi rata, pertulangan menyirip, permukaan mengkilap dengan 
panjang daun 1–9 cm, lebar 0,5–2,5 cm, berwarna hijau. Buah delima 
(Punica granatum) dapat dikonsumsi yang mengandung dengan daging 
buah yang berbentuk pulp (Budka, 2008; Fernandes et al., 2015). 
Ukuran diameter buah bervariasi dari 5 cm hingga 12 cm dengan 
bentuk yang bulat, tebal dengan kulit yang berwarna kemerahan, beratnya 
kurang lebih 100-300 gram, terdiri dari biji-biji kecil, tersusun tidak beraturan, 
berwarna putih sampai kemerahan. Kulit buahnya tebal dan warnanya 
beragam seperti hijau keunguan, putih, coklat kemerahan atau ungu 
kehitaman. Biasanya terdapat satu sampai lima bunga, warnanya merah, 
putih atau ungu. Berbunga sepanjang tahun. Bunga tunggal bertangkai 
pendek, keluar di ujung ranting atau di ketiak daun paling atas. Perbanyakan 
dengan stek, tunas akar atau cangkok. Tanaman delima menyukai tanah 
gembur yang tidak terendam air dan memiliki beberapa varietas (Budka, 
2008; Fernandes et al., 2015).  
Delima mempunyai banyak kultivar (Tehranifar et al., 2010), Ada tiga 
jenis buah delima yang tersebar di Indonesia yang diklasifikasikan 
berdasarkan warna buahnya, yakni delima putih, delima merah, dan delima 
hitam. Dari ketiga jenis itu yang paling terkenal adalah delima merah. Delima 
merah memiliki rasa lebih manis dan segar, sedangkan delima putih rasanya 
lebih sepat dan kesat serta kurang manis. Delima putih dan delima hitam 




Adapun klasifikasi Punica granatum berdasarkan hasil determinasi 









Kingdom  : Plantae (Tumbuhan) 
Subkingdom : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh) 
Super Divisi : Spermatophyta (menghasilkan biji) 
Divisi  : Magnoliotophyta (tumbuhan berbunga) 
Kelas  : Magnoliopsida (berkeping dua/dikotil) 
Subkelas : Rosidae 
Ordo  : Myrtales 
Famili   : Lythraceae 
Genus  : Punica 
Spesies : Punica granatum L. 
2.5.2 Kandungan Kulit Buah Delima 
Pada penelitian Guo (2003), kulit buah delima memiliki aktivitas 
antioksidan yang paling tinggi dibandingkan dengan 28 jenis buah yang 
sering dikonsumsi di China dengan menggunakan penilaian FRAP (ferric 
reducing anti-oxidant power). Berikut ini adalah hasil penelitian Guo (2003) 




mengenai aktivitas antioksidan pada 28 buah yang sering dikonsumsi oleh 
masyarakat China. Buah delima memiliki kandungan senyawa polifenol 
dengan aktivitas antioksidan lebih kuat jika dibandingkan dengan anggur 
merah, teh hijau, blueberry, dan cranberry (Tyagi et al., 2012). 
Kandungan fenol pada ekstrak kulit buah delima (Punica granatum) 
hampir 10 kali lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak daging buah delima 
(Punica granatum) itu sendiri. Tingginya kandungan fenol pada ekstrak kulit 
buah delima ini menandakan bahwa ekstrak kulit buah delima mengandung 
antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak daging buahnya 
(Li et al., 2005). 
Kulit buah delima merah kaya akan senyawa flavonoid dan tannin, 
yang merupakan golongan polifenol (Madrigal-Carballo et al., 2009). Analisis 
dari kulit buah delima menunjukkan terdapat kandungan tannin yang dapat 
terhidrolisis dan memiliki 92% aktivitas antioksidan. Tannin dibedakan 
menjadi dua jenis yaitu hydrolyzable dan condensed tannin. Tannin yang 
dapat terhidrolisis diketahui memiliki aktivitas antioksidan yang dominan. 
Termasuk dalam hydrolyzable tannin adalah punicalin, ellagic acid, gallic 
acid, dan punicalagin. Di antara senyawa tersebut, punicalagin memiliki 
kapasitas terbesar dalam menangkal radikal bebas (Shabtay et al., 2008; 









Tabel 2.3 Aktivitas Antioksidan pada 28 Buah (mmol/100g w) 
Buah Pulp Kulit Biji 
Howthorn Berry 13.42	± 0.74 29.25 	±	1.50 0.43 ±	0.03 
Angco (Kurma China) 6.98 ±	0.29 16.69 	±	0.55 1.77 ±	0.13 
Jambu 6.07 ±	0.69 10. 24	±	0.24 4.71 ±	0.13 
Kiwi 4.38 ±	0.20 11.13 ±	0.23 - 
Mulberry 4.11 ±0.25 - - 
Strawberry 3.29 ±	0.30 - - 
Delima 3.10 ±	0.12 82.11 ±	4.01 0.72 ±	0.05 
Lukan Tangerine 2.29 ±	0.13 6.94	±0.40 1.15 ±	0.02 
Madu Tangerine 2.19 ±	0.08 5.44 ±	0.88 - 
Jeruk 1.89 ±	0.19 5.69	±	0.26 - 
Lemon 1.43 ±	0.07 2.30 ±	0.12 0.91 ±	0.07 
Ceri 0.99 ±	0.21 2.82 ±	0.29 0.77 ±	0.12 
Kelengkeng 0.94 ±0.05 3.98 ±	0.30 24.26 ±	2.79 
Pisang rasa Apel 0.80 ±	0.05 3.24 ±	0.39 0.84 ±	0.09 
Nanas 0.80 ±	0.08 2.01 ±	0.03 - 
Pisang 0.73 ±0.11 3.16 ±	0.16 - 
Manggis 0.71 ±	0.01 8.09 ±	0.55 0.65 ±	0.06 
Leci 0.59±	0.11 2.86 ±	0.12 22.36 ±	0.97 
Kumquat 0.50 ±	0.05 0.25 ±	0.05 0.66 ±	0.03 
Anggur 0.49 ±	0.04 11.02 ±1.83 55.54 ±	1.62 
Pomelo 0.39 ±	0.03 1.84 ±	0.04 - 
Mangga 0.38 ±	0.08 10.13 ±	0.37 14.59 ±0.55 
Peach 0.38 ±	0.03 0.95 ±	0.08 1.17 ±	0.03 
Aprikot 0.34 ±	0.07 0.79 ±	0.07 0.72±	0.09 
Melon 0.24 ±	0.06 0.52 ±	0.07 0.31 ±	0.13 
Pear 0.22 ±	0.03 0.89 ±	0.08 2.06 ±	0.09 
Jingxin 0.16 ±	0.01 0.42 ±	0.11 10-1 ±	0.07 
Persimon 0.14 ±	0.03 0.62 ±	0.01 1.48 ±	0.08 
(Sumber: Guo et al., 2003) 
 
Tannin yang dapat terhidrolisis tersebut mengandung isomer 
punicalagin yang bertanggung jawab terhadap setengah dari total kapasitas 
antioksidan, selain ellagic acid, gallagic acid, dan punicalin. Ellagic acid, 
punicalin, and punicalagin memiliki aktivitas antioksidan yang kuat secara in 
vitro, namun memiliki kemampuan berbeda dalam menangkal radikal bebas 
yang bervariasi. Ellagic acid lebih efektif dibandingkan punicalagin dan 
punicalin dalam menangkal kerusakan oksidatif secara in vivo. Kandungan 
polifenol yang banyak dalam kulit delima menunjukkan aktivitas antioksidan 




dalam melawan radikal bebas in vitro (SUN, 2017). Jika ellagic acid berikatan 
dengan karbohidrat, akan terbentuk ellagitannin. Kandungan ellagitannin 
yang tinggi dalam kulit delima memiliki aktivitas antioksidan (Zahin et al., 
2010). 
Tabel 2.4 Perbandingan Kandungan Antioksidan Ekstrak Daging 
Buah Delima dengan Ekstrak Kulit Buah Delima 
 









14.5 ±	1.7 24.4 ±	2.7 17.2 ±	3.3 5.3 ±	0.7 0.85 ±	0.02 10.9±	1.1 
Kulit 31.5 ± 249.4 ±		17.2 59.1 ±	4.8 10.9 ±0.5 0.99 ±	0.02 8.0 ±	0.8 
(Sumber : Li et al, 2005) 
Selain senyawa tannin, kulit buah delima merah juga mengandung 
senyawa alkaloid palletierene, granatin, betulic acid, ursolic acid, 
isoquercitin, resin, triterpenoid, kalsium oksalat, dan pati, beta sitosterol, 
casuariin, casuarinin, casuarinin, D-mannitol, isopelletierine, friedelin, methyl 
isopelletierine, methyl pelletierine, pseudopalletierine, punicacorteins dan 
punigluconin (Duke, 2017). Buah delima kaya akan fitosterol. Fitosterol 
merupakan komponen biokimia dengan fungsi berlawanan dengan 
kolesterol bila dikonsumsi manusia. Selain itu, fitosterol juga tahan terhadap 
oksidasi, sehingga dapat digolongkan antioksidan pangan (Duke, 2017).  
Kulit buah delima merah juga mengandung antosianin yang 
memberikan warna merah pada buahnya (Jaiswal et al., 2010). Kulit delima 
kering terbukti mengandung anthocyanin 3 kali lebih tinggi dibandingkan 
pada bagian daging dan bijinya yaitu sebesar 51,02 ± 10,33 mg/g (Elfalleh 
et al., 2012). Antosianin yang dapat diidentifikasi pada buah delima merah 




glucoside dan 3,5- diglucoside, pelargonidin 3-glucoside dan 3,5 diglucoside 
(Zhang et al., 2009).  
Kulit delima mempunyai total polifenol, antosianin, tannin, flavonoid 
yang berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan (Orak et al., 2012; Neyrinck 
et al., 2013). Aktivitas antioksidan kulit dengan kisaran 225,17-705,50 
(mmol/100 g) (Akbarpour et al., 2009). Berbagai kandungan antioksidan 
dalam kulit delima tersebut memiliki potensi sebagai anti inflamasi dan 
antioksidan sehingga mampu mengurangi kerusakan sel tubuh akibat stres 
oksidatif (Shaygannia et al., 2016; Duke, 2017). 
Kulit buah delima juga memiliki aktivitas antiangiogenik dan 
antikarsinogenik, inhibisi aktivitas siklooksigenase, produksi nitric oxide, 
aktivitas antimutagenik. Kulit delima menunjukkan aktivitas antioksidan dari 
total fenol dan flavonoid dalam melawan stress oksidatif (SOD and GPx) dan 
merubah profil lipid (TC, HDL, and LDL) pada tikus yang diinduksi 
methotrexate (Doostan et al., 2017).  
Ekstrak kulit buah delima lebih berpotensi dalam menurunkan profil 
lipid dibandingkan dengan ekstrak daging buahnya karena mengandung 
aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan daging buahnya 
(Li et al., 2005). Ekstrak buah delima telah terbukti melindungi dari radikal 
bebas akibat peroksidasi lipid dan kerusakan DNA (El-Wakf et al., 2018). 
Berdasarkan penelitian di Mesir yang dilakukan pada tikus dengan 
pemberian kulit delima dosis 250 mg/kg berat badan tikus selama 4 minggu 





Kandungan antioksidan kulit buah delima berpotensi menjadi agen 
kardioprotektif (Hassanpour Fard et al., 2011; El-Wakf et al., 2018). Polifenol 
dalam kulit buah delima melindungi tubuh melawan peroksidasi lipid dalam 
serum. Semua kandungan antioksidan dalam kulit buah delima telah terbukti 
secara in vivo menangkal radikal bebas dan memberi manfaat untuk 
kesehatan jantung (Aviram & Rosenblat, 2013). 
Ellagic Acid dapat membentuk antioksidan primer yang menghambat 
produk oksidatif memasuki system sirkulasi darah dan jaringan lain (SUN, 
2017). Ellagic acid mengaktivasi respon antioksidan melalui Nrf2 (Nuclear 
erythroid 2-related factor 2). EA telah terbukti memiliki aktivitas yang 
menangkal berbagai ROS. Empat gugus fungsi hidroksil dan dua lakton 
bertindak sebagai akseptor ikatan hydrogen dan donor, memungkinkan EA 
untuk menangkal O2●−, HO●, H2O2 dan ONOO● (García-Niño dan Zazueta, 
2015). 
Di sisi lain, EA secara tidak langsung melakukan fungsi protektif 
melawan stress oksidatif dengan meningkatkan regulasi (upregulation) Nrf2 
dan menurunkan regulasi (downregulation) pada Keap1 (Kelch─like 
ECH−associated protein 1) yang memodulasi induksi fase 1 dan 2 enzim 
detoksifikasi. Nrf2 adalah factor transkripsi yang sensitive terhadap redox 
dan merupakan regulator respon antioksidan dalam sel. EA menginduksi 
























Zat aktif lain yang terkandung dalam kulit buah delima adalah 
punicallagin. Punicallagin merupakan antioksidan yang bekerja pada AMPK. 
AMPK (AMP-activated protein kinase) adalah regulator biogenesis 
mitokondrial. AMPK memodulasi stress oksidatif melalui NF-E2 related 
factor (Nrf2) mediated phase II antioxidant enzymes. AMPK mengkoordinasi 
biogenesis mitokondrial yang dimediasi oleh peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator-1 alpha (PGC-1α) dan enzim fase II 
yang dimediasi Nrf2 untuk mengurangi stress oksidatif. Gangguan pada jalur 
AMPK-PGC-1α/Nrf2 menyebabkan gangguan jantung akibat stress 
Gambar 2.4 Mekanisme Kerja Ellagic Acid 
Asam ellagic (EA) meningkatkan respons antioksidan melalui aktivasi transkripsional 
erythroid 2 yang berhubungan dengan faktor 2 (Nrf2). Nrf2 dalam kondisi basal, terikat 
ke represor Kelch-like ECH-related protein 1 (Keap1) di sitoplasma. Keap1 berfungsi 
sebagai protein adaptor antara Nrf2 dan kompleks cullin-3 (Cul3), yang mengarah ke 
ubiquitylation Nrf2 dan degradasi selanjutnya oleh proteasome 26S. EA berinteraksi 
dengan residu sistein yang terkandung dalam Keap1 mengurangi afinitasnya terhadap 
Nrf2. Di sisi lain, EA dapat menginduksi fosforilasi Nrf2 di Ser-40 melalui aktivasi kinase, 
seperti fosfoinositide 3-kinase (PI3-K), JNK, protein kinase RNA-like endoplasmic 
reticulum kinase (PERK) dan p38. Setelah diterjemahkan ke dalam nukleus, Nrf2 
berikatan dengan elemen responsif antioksidan yang mengatur ekspresi gen yang 
mengkode enzim antioksidan seperti superoksida dismutase (SOD), glutathione 
peroksidase (GPx); serta enzim yang terlibat dalam homeostasis glutathione tereduksi 
(GSH) seperti GSH synthetase (García-Niño dan Zazueta, 2015). 
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oksidatif. Punicallagin mengaktivasi jalur activated protein kinase (AMPK)  
terutama di cardiomyocites (Cao et al., 2015). 
 
2.6 Ikan Zebra (Danio rerio) 
2.6.1 Klasifikasi 
Ikan zebra (Danio rerio) merupakan ikan yang berukuran kecil, habitat 
spesiesnya di air segar dan aquarium. Ikan zebra atau zebrafish (Danio rerio) 
termasuk dalam kelompok famili ikan air tawar Cyprinidae dan kelas 
Actinopterygii, dan subkelas Teleostei (Carpio dan Estrada, 2006). Saat ini 
terdapat 44 spesies danionim yang tersebar sampai dengan timur laut India, 
Bangladesh, dan Myanmar (Spence, 2008).  Berikut ini merupakan 
taksonomi ikan zebra: 
Kingdom  : Animalia 
Subkingdom : Bilateria 
Subfilum  : Vertebra 
Filum  : Chordata 
Superkelas  : Actinopterygii 
Kelas  : Teleostei 
Super ordo  : Ostariophysi 
Ordo  : Cypriniformes 
Super famili : Cyprinoidea 
Famili  : Cyprinidae 
Genus  : Danio 












Ikan zebra (Danio rerio) memiliki beberapa keuntungan untuk 
dijadikan sebuah subyek penelitian. Keuntungan yang dimiliki ikan zebra 
(Danio rerio) untuk dijadikan sebagai subyek penelitian adalah ikan zebra 
memiliki fekunditas yang tinggi (Austin-Tse et al., 2013; Stewart, et al., 2014), 
pertumbuhan ex utero yang cepat, mudah diteliti tanpa adanya obstruksi, 
sifat transparan dari korion memudahkan dalam pengamatan proses 
internal, telur ikan zebra memiliki permeabilitas terhadap molekul yang kecil, 
sehingga zat yang diberikan dapat menembus cangkang telur (Scholz et al., 
2008; McGrath, 2012), serta dari segi ekonomi ikan zebra (Danio rerio) tidak 
membutuhkan banyak biaya (Selderslaghs, 2009; Reed & Jennings, 2011; 
Jeanray, 2015). 
Penghitungan usia pada ikan zebra (Danio rerio) dimulai sejak 1 jam 
setelah pengambilan embrio atau setelah lampu dinyalakan yang kemudian 
disebut dengan 0 hpf (hours post fertilization). Ikan zebra (Danio rerio) 
memiliki siklus hidup 14 jam terang dan 10 jam gelap yang disesuaikan 
dengan sistem kerja kardiovaskularnya. Suhu optimal untuk perkembangan 
ikan zebra (Denio rerio) adalah pada suhu 28,5 derajat celcius (Reed & 
Gambar 2.5 Ikan Zebra (Danio rerio) 




Jennings). Dalam pertumbuhannya, ikan zebra (Danio rerio) dibagi menjadi 
7 periode pada tahap embriogenesisnya yang terjadi dalam waktu 3 hari 
yaitu; zigot, cleavage, blastula, gastrula, segmentation, pharyngula, dan 
periode menetas (Spirita Sharmili & Angelin, 2015). 
2.6.2 Karakteristik 
Secara morfologi, ikan zebra memiliki panjang tubuh <40 mm ukuran 
panjang standar atau Standard Length (SL) yakni dari ujung hidung sampai 
dengan daerah tulang kaudal. Ikan ini memiliki bentuk Torpedo dengan 
tubuh ramping, dengan mulut terminal oblique yang langsung menconet ke 
atas. Rahang bawah lebih menonjol dibandingkan rahang atas dan letak 
mata berada di tengah dan tidak terlihat dari atas. Perbedaan spesies 
didasarkan pada garis lateral yang tidak lengkap pada dasar tulang pelvis, 
dua pasang barbel, dan lima hingga tujuh garis longitudinal berwarna biru 
tua dari belakang operkulum hingga sirip kaudal. Sirip anal biasanya bergaris 
sama, sedangkan sirip bagian dorsal mempunyai garis dengan tepi 
berwarna biru tua, dibatasi dengan putih. Pola warna tersebut didasarkan 
pada tiga tipe pigmen yang berbeda, yakni melanofor biru tua, xanthofor 
emas, dan iridofor (Spence, 2008). 
Ikan jantan dan betina mempunyai warna yang sama, walaupun ikan 
jantan mempunyai sirip yang lebih besar dengan pewarnaan warna kuning. 
Pengidentifikasian jenis kelamin akan susah ditegakkan tanpa 
menggunakan diseksi atau pembedahan, kemudian pada ikan betina gravid 
biasanya mempunyai bentuk tubuh yang lebih bulat, dan paling mudah untuk 





2.6.3 Pertumbuhan dan Perkembangan Embrio 
Pada tahap zygot, ikan zebra (Danio rerio) terhitung pada 0 – ¾ hpf. 
Kemudian tahap cleavage (¾ hpf), mulai terbentuk 2-7 sel yang terjadi 
secara cepat dan tersinkronisasi antar individu. Pada tahap blastula (2¼ 
hpf), terjadi siklus sel secara metasinkronis, dan pertumbuhan epiblast juga 
dimulai pada tahap ini. Pada tahap gastrula (5¼ hpf) terjadi pergerakan 
involusi morfologis, dan ekstensi bagian epiblast, hipoblas serta axis 
embrionik. Pada taham segmentasi (10 hpf) terjadi organogenesis primer, 
munculnya neuromere, ekor dan segmen-segmen tubuh. Pada tahap 
pharyngula (24 hpf), axis tubuh ikan zebra mulai lurus dari awal kurvatura 
dalam yolksac, timbulnya sirkulasi, pigmentasi dan insang mulai terbentuk. 
Pada periode hatching (48 hpf) atau periode menetas, merupakan periode 
penyelesaian dari pembentukan organogenesis primer, pertumbuhan kepala 
dan insang ikan zebra (Danio rerio) yang terjadi secara asinkronis. Waktu 
menetas ikan zebra terjadi secara asinkronis, karena cepat atau lambatnya 
waktu menetas tidak menentukan kecepatan perkembangan ikan zebra 
(Danio rerio) tersebut (Kimmel et al., 1995).   
Telur ikan zebra (Danio rerio) juga tampak transparan sejak ferlilisasi 
hingga tahap pharyngula pada saat jaringan mulai padat dan mulai adanya 
pigmentasi. Hal ini menjadikan ikan zebra (Danio rerio) mudah untuk di 
observasi tanpa adanya obstruksi yang perlu dilakukan (Selderslaghs, 
2009). Ikan zebra (Denio rerio) juga sensitif terhadap paparan senyawa kimia 
sehingga menjadikan ikan zebra cocok untuk dijadikan model untuk 




model dalam penelitian untuk melihat mekanisme dan menilai toksisitas 
suatu senyawa kimia (Selderslaghs, 2009). 
Sekitar 75% sekuen DNA ikan zebra memiliki kemiripan dengan 
manusia (Chakraborty et al., 2009). Ikan zebra juga memiliki kesamaan 
struktur otak (Klee et al., 2012) dan neurochemistry (Gerlai, 2009) dengan 
mamalia. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa zebrafish memiliki 
respon yang menyerupai manusia ketika dipapar dengan senyawa 
farmakologi (Kalueff, 2014; Abreu et al., 2016). Embrio  ikan  Zebra (Danio  
rerio) dipilih sebagai hewan coba pada penelitian  ini  karena memiliki  
jantung  dan  sistem  vaskularisasi  sama dengan manusia (Bakkers, 2011). 
Beberapa penelitian menunjukkan zat kimia maupun obat mempunyai 
kesamaan efek toksik antara embrio ikan zebra dengan  manusia (Wang, 
2010). Ikan zebra merupakan organisme yang ideal dalam menggambarkan 
patologi pada manusia (Babin, 2014).  
Ikan  zebra  memiliki telur 200-300 butir/minggu, perkembangan  
embrio tidak membutuhkan waktu yang lama sehingga menghemat waktu 
dalam penelitian, ikan zebra  memiliki  beberapa  kekurangan  jika digunakan 
sebagai  model  untuk  hewan  mamalia,  diantaranya  tidak  memiliki 
beberapa organ yang dimiliki oleh hewan mamalia seperti paru-paru 
(Santoriello dan Zon, 2012). 
Periode menetas dari ikan zebra yaitu 48-72 hpf (hours post 
fertilization), namun tidak dimasukkan kedalam index tahap perkembangan 
karena setiap individu yang berada didalam telur menetas secara sporadic 
dalam waktu 3 hari perkembangan (dalam suhu standar). Meskipun embrio 




dan secara umum individu yang mempunyai kemampuan menetas secara 
spontan lebih dahulu tidak menentukan bahwa perkembangannya lebih 









Gambar 2.6 Ilustrasi Perkembangan Embrio Ikan Zebra 
Perkembangan embrio ikan zebra diawali dengan tahap blastodisc dan 
selanjutnya melakukan pembelahan hingga terbentuk organ-organ lain 













Gambar 2.7 Tahap Perkembangan Embrio Ikan Zebra Hingga Dewasa  
Pembelahan embrio ikan zebra diawali dengan 1 sel (zigot) kemudian berlanjut hingga 2, 
4, 8, 16, 32 sampai 64 sel. Setelah pembelahan, embrio memasuki tahap 128 sel 
(blastula) mulai 2.25 hpf, dilanjutkan dengan tahap gastrula (50% epiboly) hingga periode 
segmentasi dan pharyngula. Embrio kemudian memasuki tahap hatching (penetasan) 





 Tahap perkembangan ikan zebra dalam tabel mendekskripsikan gambar 2.7 (tahap 1 sel (zigot) hingga 
tahap larva awal yang dimulai pada 72 hpf) 
 
2.6.4 Perkembangan Jantung Ikan Zebra 
Fakta bahwa bahwa terdapat kemudahan dalam mengakses organ-
organ internal ikan zebra termasuk juga jantung, darah, dan pembuluh darah 
membuat ikan zebra menjadi salah satu kandidat sebagai model organisme 
dalam mempelajari penyakit-penyakit kardiovaskuler. Diantara parameter 
Tahap Waktu Keterangan 
Zigot  
(1 sel) 
0 – ¾ jam Telur yang baru difertilisasi berkembang 
menjadi zigot, sitoplasma menuju kutub 
untuk membentuk blastodisk 
Pembelahan  
(2 – 64 sel) 
¾ - 2,25 jam Sel membelah menjadi 2,4,8,16, 32 
sampai 64 sel 
Blastula 2 ¼ - 5 ¼ 
jam 
Embrio memasuki transisi midblastula, 
pembentukan yolk syncytial layer (YSL) 
dari epiboly. Diawali dengan 
terbentuknya kubah dan perubahan 
blastodisk menjadi blastoderm 
Gastrula 5 ¼ - 10 jam Epiboly sudah terbentuk secara 
sempurna, tail bud, aksis embrionik, dan 
primary germ layer telah terbentuk 
Segmentasi 10 – 24 jam Organogenesis awal dimulai. Diawali 
dengan neuron dan ginjal, telinga mulai 
nampak, ekor anterior memanjang, 
terjadi kontraksi miotom spontan.  
Pharyngula 24 – 48 jam Aksis tubuh mulai lurus ditandai dengan 
kepala yang memendek dan mulai lurus. 
Dimulainya pembentukan sirip. Jantung 
mulai berdenyut, serta mulai muncul 
sensitivitas terhadap rangsang taktil 
Perkembangan melambat 
Penetasan 48 – 72 jam Morfogenesis telah sempurna dan 
terjadi penetasan secara spontan 
menjadi larva. Mulai aktif berenang dan 
mulai timbul refleks menghindar pada 
rangsang taktil. 
Larva awal  > 72 jam Disebut sebagai larva, mulai berenang 
secara aktif untuk mengeksplorasi 
lingkungannya serta mencari makanan. 
Tabel 2.5 Tabel pertumbuhan dan perkembangan ikan zebra 




fungsi jantung yang dapat diteliti pada ikan zebra adalah denyut jantung yang 
sangat penting dikarenakan parameter tersebut juga mengalami perubahan 
seperti yang terjadi pada kardio-toksik pada manusia. Embrio ikan zebra 
sangat berguna dalam menjelaskan efek kardio-toksik dan neuro-toksik dari 
senyawa farmakologi yang dapat ditemukan dalam obat-obatan (De Luca, 
2014). Jantung merupakan organ pertama yang terbentuk pada ikan zebra 
dan berfungsi pada perkembangan awal embrio pada vertebrata (De Luca, 
2014; Brown et al., 2016).  
Embriogenesis ikan zebra tidak tergantung pada sirkulasi darah 
karena embrio dapat menerima oksigen yang cukup dari medium eksternal 
melalui difusi pasif. Tidak seperti kebanyakan model mamalia pada 
umumnya, banyak ikan zebra mutan dengan kelainan kardiovaskuler yang 
parah masih dapat bertahan sampai akhir dari organogenesis, sehingga 
dapat menyajikan penelitian yang belum pernah terjadi sebelumnya pada 
perkembangan jantung.  
Jantung adalah organ yang pertama kali berkembang dan berfungsi. 
Perkembangan jantung membutuhkan mekanisme yang terkoordinasi dan 
terkombinasi yang bergantung pada banyak pathway perkembangan. 
Jantung embrio ikan zebra berasal dari prekursor kardiogenik yang telah 
muncul pada fase akhir blastula yang terlibat dalam perkembangan awal 
gastrula kemudian bermigrasi ke lateral plate mesoderm (LPM) di dekat 
batas otak tengah-otak belakang. Populasi bilateral prekursor kardiogenik 
dari lateral plate mesoderm (LPM) sudah terdiri dari prekursor miokard (yang 
akan membentuk lapisan miokardium luar jantung) dan prekursor endokard 




mengekspresikan penanda spesifik. Keduanya akan bermigrasi ke garis 
tengah pada 19 hpf dan bergabung membentuk tabung jantung linier. Saat 
bermigrasi, prekursor miokard mengakhiri diferensiasi dengan 
mengekspresikan gen spesifik yang memberikan aktivitas kontraktil. Tabung 
jantung linier kemudian mengalami banyak perubahan morfogenetik yang 
akan membentuknya sebagai organ multi-bilik (Samarut et al., 2015). 
Tabung jantung ikan zebra mulai terbentuk pada 18 hpf (Perry et al., 2010). 
Detak jantung embrio ikan zebra dimulai pada 22 hpf dan terdapat 
aliran darah pada 24 hpf. Kontraksi otot Sel jantung pada embrio ikan zebra 
memulai kontraksi pada usia 24 hpf (Brown et al., 2016). Tabung jantung 
secara berangsur-angsur berubah menjadi organ 2 bilik pada 24-48 hpf. 
Atrium dan ventrikel dipisahkan oleh penyempitan kanal antrium-ventrikel. 
Posisi tabung jantung ikan zebra pada awalnya adalah ujung ventrikel ke sisi 
kanan embrio dan ujung atriumnya ke sisi kiri embrio. Pada 36 hpf, asimetri 
jantung kiri-kanan dipertahankan sebagai loop tabung untuk membuat 
struktur berbentuk S. Ventrikel secara jelas dipindahkan ke sisi kanan atrium 
dan muncul di kanal atrioventrikuler (AV) dan cardiac looping berlangsung 
(Scott & Yelon, 2010). 
Perkembangan jantung pada ikan zebra diregulasi oleh faktor 
molekuler, seluler, dan lingkungan. Secara anatomis, jantung ikan zebra 
berbeda dengan anatomi jantung manusia. Jantung manusia terdiri dari 
empat ruang yang dipisahkan oleh septum dan katup, sedangkan jantung 
ikan zebra hanya memiliki atrium tunggal dan ventrikel tunggal yang 




zebra dianggap sebagai vertebrata yang berharga sebagai model organisme 
dalam penelitian kardiovaskuler (Sarmah & Marrs, 2016). 
Komponen seluler jantung ikan zebra dapat dibandingkan dengan 
jantung mamalia. Jantung mamalia dikembangkan dari kontribusi dari bidang 
jantung pertama (FHF), bidang jantung kedua (SHF), dan sel-sel krista 
neural kardiak. Studi terbaru menunjukkan bahwa jantung ikan zebra juga 
terbentuk dari kontribusi FHF, SHF, dan sel-sel krista neural kardiak. Banyak 
gen dan jaringan pengaturan yang penting untuk kardiogenesis pada ikan 
zebra juga penting untuk kardiogenesis mamalia. Berbeda dengan tikus dan 
ayam, embrio ikan zebra dapat bertahan hidup dalam 7 hari pertama 
perkembangan tanpa sistem kardiovaskular fungsional, menerima oksigen 
melalui difusi pasif melalui kulit. Selain itu, fisiologi kardiovaskular manusia 
lebih menyerupai ikan zebra daripada hewan pengerat. Sifat eletrik jantung 
ikan zebra mirip dengan sifat listrik dari jantung manusia (Sarmah & Marrs, 
2016). 
Peristiwa morfologi awal jantung awal antara dua spesies ini, 
termasuk pembentukan progenitor jantung, plat miokard (myocardial plate), 
pembentukan tabung jantung, cardiac looping dan pembentukan katup 
sangat mirip. Pembentukan progenitor jantung ikan zebra dimulai sekitar 5 
jam pasca pembuahan (hpf) diikuti dengan perkembangan jantung lainnya 
yang mengarah pada inisiasi pembentukan katup yang dimulai sekitar 48 
hpf. Sedangkan progenitor jantung manusia terbentuk sekitar hari ke 15 – 16 
perkembangan embrio. Pembentukan cardiac cushion, prekursor katup dan 




Selanjutnya, dari segi fisiologi, jantung ikan zebra memiliki kemiripan 
yang lebih dengan manusia dibandingkan jantung hewan pengerat (rodent). 
Banyak sifat elektrik jantung ikan zebra yang serupa dengan manusia. 
Denyut jantung ikan zebra adalah 140 – 180 kali per menit yang lebih 
mendekati denyut jantung janin pada manusia apabila dibandingkan dengan 
denyut jantung tikus, yaitu 300 – 600 kali/menit (Sarmah & Marrs, 2016).  
Adanya zat yang mempengaruhi perkembangan jantung akan 
menyebabkan gangguan berupa kontraksi jantung dan aritmia (Browne, 
2006). Peningkatan denyut jantung atau berhentinya denyut jantung dapat 
mengindikasikan adanya gangguan fungsi jantung dan pertumbuhan ikan 
zebra (Rubinstein, 2006). Hewan ini digunakan sebagai hewan coba pada 
penelitian mengenai penyakit kardiovaskular, congenital heart disease, 
genetik, mutagenesis, toksisitas zat dan lain sebagainya (Brown et al., 2016).  
Jantung ikan zebra juga digunakan untuk mengamati kardiotoksisitas 
suatu zat (Brown et al., 2016). Adanya zat yang mempengaruhi denyut 
jantung dapat mengindikasikan gangguan fungsi jantung, pertumbuhan dan 
perkembangan embrio ikan zebra. Zat yang dapat menyebabkan 
pemanjangan interval QT jantung atau aritmia pada manusia atau bahan 
yang bersifat toksik pada embrio ikan zebra dapat menyebabkan penurunan 
denyut jantung embrio ikan zebra, sedangkan senyawa adrenalin dapat 
meningkatkan denyut jantung (Rubinstein, 2006). 
2.7 Denyut Jantung 
2.7.1 Proses Terbentuknya Denyut Jantung Manusia 
Adanya aksi potensial pada otot jantung diakibatkan terbukanya dua 




tipe L). Kanal kedua, yakni kanal kalsium-natrium ini membuka lebih lambat 
dan akan terbuka lebih lama dibandingkan kanal cepat natrium. Selama 
tahap ini, ion kalsium dan natrium dalam jumlah yang banyak akan mengalir 
melewati kanal ini kedalam serabut otot jantung, sehingga aktivitas ini akan 
menyebabkan perpanjangan dari periode depolarisasi. Ion kalsium yang 
masuk dalam fase plateu akan menyebabkan otot berkontraksi.  
Perbedaan yang mencolok diantara otot jantung dan otot skeletal 
adalah adanya aksi potensial yang memanjang serta adanya plateau pada 
otot jantung. Segera setelah onset dari aksi potensial, permeabilitas dari 
membran otot jantung pada ion kalium menurun sekitar lima kali lipat. 
Penurunan permeabilitas tersebut dapat dikarenakan influks yang 
berlebihan dari kalsium yang melewati kanal kalsium. Selanjutnya, 
berdasarkan peristiwa tersebut, penurunan permeablitias kalium 
menyebabkan outfluks dari ion kalium selama fase plateau aksi potensial 
dan mencegah terjadinya penurunan voltase aksi potensial ke dalam level 
istirahat. Fase mekanisme terjadinya aksi potensial dijelaskan sebagai 
berikut: 
a) Fase 0 (depolarisasi), kanal cepat natrium terbuka. Ketika sel jantung 
terstimulasi dan mengalami depolarisasi, potensial membran menjadi 
lebih positif. Kanal cepat natrium terbuka dan membuat natrium 
mengalir ke sel dan mendepolarisasinya. 
b) Fase 1 (inisial repolarisasi), kanal cepat natrium tertutup. Ketika kanal 
cepat natrium tertutup, kemudian sel mulai untuk repolarisasi, ion 




c) Fase 2 (plateu), kanal kalsium terbuka dan kanal cepat natrium 
tertutup, kanal kalium tertutup. Secara ringkas terjadinya inisial 
repolarisasi, aksi potensial, dan plateau karena adanya peningkatan 
permeabilitas ion kalsium dan menurunnya permeabilitas ion kalium.  
d) Fase 3 (rapid repolarisasi) kanal kalsium tertutup, dan kanal lambat 
kalium terbuka. Menutupnya kanal kalsium menyebabkan 
peningkatan permeabilitas kanal lambat kalium, sehingga membuat 
ion kalium meninggalkan sel dan mengakhiri fase plateau, kemudian 
akan mengembalikan membran potensial ke dalam level istirahat 
e) Fase 4 (fase istirahat membran potensial) 
Istilah exitation-contraction coupling atau gabungan eksitasi-kontraksi 
mengarah pada mekanisme dimana aksi potensial dapat menyebabkan 
miofibril pada otot berkontraksi. Ketika aksi potensial melewati membran otot 
jantung, aksi potensial tersebut akan menyebar kedalam serabut otot 
jantung melewati tubulus transversa (T). Aksi potensial pada tubulus T 
tersebut berperan dalam membran pada tubulus sarkoplasma transversa 
yang dapat mengakibatkan pelepasan ion kalsium pada otot sarkoplasma 
dari retikulum sarkoplasma. Beberapa detik kemudian, ion kalsium tersebut 
menyebar pada miofibril dan mengkatalisa reaksi kimia yang dapat 
menyebabkan pergeseran filamen aktin dan miosin satu sama lain, yang 
menyebabkan ketergantungan pada kanal kalsium dalam membran tubulus 
T. Kalsium memasuki sel dan kemudian akan mengaktivasi kanal pelepasan 
kalsium atau yang biasa disebut sebagai kanal reseptor ryanodine pada 




Ion kalsium selanjutnya berinteraksi dengan troponin untuk membentuk 
jembatan silang dan menghasilkan kontraksi (Hall, 2015) 
Selanjutnya, pada akhir dari periode plateau, influks dari ion kalsium 
pada serabut otot dihentikan secara tiba-tiba, dan ion kalsium di 
sarkoplasma dipompa kembali ke retikulum sarkoplasma dan ruang 
ekstraseluler dari tubulus T. Transpor dari kalsium yang kembali menuju 
retikulum sarkoplasma dibantu oleh pompa kalsium-adenosin trifosfatase 
(ATPase). Ion kalsium juga dihilangkan dari sel melalui natrium-kalsium 
exchanger. Natrium yang memasuki sel pada periode pergantian ini 
kemudian ditranspor ke luar sel melalui pompa natrium-kalium ATPase. 
Hasilnya, kontraksi akan berhenti sampai muncul aksi potensial yang baru 
(Hall, 2015). 
Siklus jantung atau cardiac cycle merupakan istilah yang digunakan 
dalam menggambarkan setiap aktivitas jantung yang dimulai dari denyut 
jantung satu ke yang lainnya. Setiap siklus tersebut diinisiasi oleh aksi 
potensial di sinus node (Hall, 2015). SA node yang terletak di atrium, AV 
node, bundle of His mempunyai aktivitas pacemaker yang berbeda. SA node 
mempunyai tingkat depolarisasi spontan yang paling tinggi. Depolarisasi 
menyebar melalui AV node ke bundle of His di septum intraventrikuler. 
Bundle tersebut terbagi ke kanan dan kiri dimana cabang bundle (bundle 
branches) kiri terbagi menjadi dua divisi, yakni anterior dan posterior. Dari 
cabang bundle, impuls disalurkan menuju otot ventrikular melalui 
penghubung serabut Purkinje (Purkinje fibers). Sistem konduksi ini membuat 
apeks ventrikel berkontraksi terlebih dahulu daripada daerah basal, yang 




2.7.2 Denyut Jantung Janin 
 Denyut jantung janin (DJJ) atau Fetal Heart Rate (FHR) dapat 
digunakan untuk memperkirakan keadaan umum janin. Adanya denyut 
jantung janin menunjukkan bahwa janin yang terkandung didalam uterus 
dalam keadaan hidup. Selain itu, dengan memantau denyut jantung janin 
juga dapat digunakan dalam menggambarkan bahwa janin tersebut 
teroksigenasi dengan baik.  
Pemantauan denyut jantung janin dapat dilakukan baik secara 
eksternal maupun internal. Pemantauan dengan cara eksternal paling 
banyak menggunakan alat yang dinamakan Doppler yang dilengkapi dengan 
sistem komputer untuk menginterpretasikan serta menghitung sinyal 
Doppler tersebut. Sedangkan pemantauan denyut jantung janin secara 
internal dilakukan dengan menggunakan fetal elektroda, yakni sejenis kawat 
spiral yang diletakkan secara langsung pada kepala janin atau bagian lain 
yang representatif (American College of Obstetrician and Gynecologyst, 
2009). Von Steinburg (2013) menjelaskan bahwa rentang denyut jantung 
normal adalah 120 – 160 kali/menit. Kemudian banyak pedoman 
internasional yang mendefinisikan denyut jantung janin normal dalam 
rentang 110 – 160 kali/menit yang terlihat lebih aman untuk digunakan dalam 
praktik sehari-hari.  
Banyak sistem untuk menginterpretasikan EFM atau Electrical Fetal 
Monitoring yang telah digunakan di Amerika Serikat dan di belahan dunia 
yang lainnya (American College of Obstetricians and Gynecologyst, 2009). 
National Institue of Child Health and Human Development (NICHD) 




jantung janin dengan maksud untuk meningkatkan nilai prediktif dari 
Electrical Fetal Monitoring (EFM) dan memfasilitasi adanya manajemen 
klinik berbasis evidence dari fetal compromise. Definisi dari denyut jantung 
janin tersebut dimaksudkan untuk mengevaluasi dari pola-pola intrapartum 
tetapi dapat pula digunakan saat antepartum (Ashmead, 2011). Berdasarkan 
review yang diteliti sebelumnya, penggunaan sistem 3 tingkatan untuk 
mengategorikan pola denyut jantung janin sangat direkomendasikan. Selain 
itu, penting juga untuk diketahui bahwa pola denyut jantung janin hanya 
menyediakan informasi pada status keasaman saat ini. Tiga kategori 
tersebut adalah sebagai berikut:  
a) Denyut Jantung Janin kategori 1 (normal), catatan denyut jantung janin 
kategori satu ini diprediksikan normal pada tingkat keasaman pada saat 
observasi dilakukan. Pada kategori ini, denyut jantung janin dapat 
dipantau secara rutin dan tidak membutuhkan tindakan yang spesifik. 
Ciri-ciri dari kategori ini adalah,  
1. Rentang: 110 – 160 kali per menit 
2. Variabilitas Baseline: sedang 
3. Late atau variable deceleration: tidak ada 
4. Early deceleration: ada atau tidak ada 
5. Akselerasi: ada atau tidak ada 
b) Denyut Jantung Janin Kategori 2 (Indeterminate). Kategori 2 tidak 
menunjukkan status abnormal janin, hanya saja tidak adekuat untuk 
diklasifikasikan sebagai kategori 1 ataupun kategori 3. Kategori 2 
membutuhkan evaluasi, pengawasan lebih lanjut, reevaluasi, dan 




buruk, baik penilaian tambahan untuk menilai kesejahteraan janin 
ataupun perhitungan intrauterin resusitatif mungkin diperlukan pada 
kategori ini. Berikut adalah ciri-ciri DJJ kategori 2,  
1. Rentang baseline: bradikardia yang tidak disertasi tidak adanya 
variabilitas baseline; takikardia. 
2. Variabilitas baseline: variabilitas baseline minimal, tidak adanya 
variabilitas baseline dengan deselerasi yang berulang, marked 
baseline variability. 
3. Akselerasi: tidak adanya rangsangan akselerasi setelah stimulasi 
pada janin; variable deceleration berulang yang ditandai dengan 
variabilitas baseline minimal maupun sedang; deselerasi 
memanjang lebih dari 2 menit namun kurang dari 10 menit; late 
deceleration berulang dengan variabilitas baseline sedang; 
variable deceleration dengan karakteristik lain. 
c) Denyut Jantung Janin Kategori 3 (abnormal), Kategori 3 dihubungkan 
dengan adanya ketidaknormalan janin pada tingkat keasaman saat 
pemantauan dilakukan. Kategori ini membutuhkan evaluasi yang cepat. 
Bergantung pada situasi klinis, usaha untuk penanganan yang cepat 
untuk mengembalikan denyut jantung janin kembali normal tetapi tidak 
hanya terbatas pada oksigen maternal, pengubahan posisi maternal, 
penghentian stimulasi persalinan, penanganan hipotensi maternal, dan 
penanganan takisistol dengan perubahan denyut jantung janin. Apabila 
kategori ini tidak terselesaikan dengan beberapa cara tersebut, maka 




1. Tidak adanya variabilitas baseline dan beberapa dari hal ini, late 
deceleration berulang, variable deceleration berulang, bardikardi. 
2. Pola sinusoidal. 
(American College of Obstetricians and Gynecologyst, 2009). 
2.7.3 Proses Terbentuknya Denyut Jantung Embrio Ikan Zebra 
Perkembangan jantung ikan zebra dimulai pada awal periode gastrulasi. 
Jantung embiro ikan zebra mulai berdetak pada 22 hpf dan mulai terdapat 
sirkulasi pada usia 24 hpf (Scott & Yelon, 2010). Secara fisiologis, regulasi 
denyut jantung ikan zebra pada masa embrionik berbeda dengan usia dewasa.  
Denyut jantung mulai dapat diamati pada 72 hpf. Jantung ikan ini 
berkembang cepat dan memiliki karakteristik perkembangan awal yang mirip 
dengan mamalia (Hoage et al., 2012; Brown et al., 2016). Jumlah heart rate 
embrio ikan zebra berusia 3 hari rata rata mencapai 140 hingga 180 per menit 
(Sarmah & Marrs, 2016). Organ yang pertama terbentuk dan berfungsi pada 
perkembangan embrio vertebrata adalah jantung. Jantung pada embrio 
zebrafish memulai kontraksi pada usia 24 hpf dengan tiga tipe sel yaitu atrial 
cardiomyocytes (CMs), ventricular CMs, dan endocardial cells. Proses 
diferensiasi lanjutan membentuk Second Heart Field (SHF) dan terjadi looping. 
Proses ini selesai pada usia 48 hpf dengan terbaginya dua ruangan oleh 
konstriksi dari atrioventricular (AV) canal.  Pada usia 72 hpf, sel proepicardium 
berkembang dan tumbuh melingkupi permukaan myocard sehingga terbentuk 
epicardium. Selain itu, pada usia ini terjadi perkembangan trabekula yang 
berfungsi memperluas area oksigenasi darah (Browne, 2006). 
Pembentukan katup yang mencegah aliran darah balik terjadi pada usia 




dari transisi sel AV endocardial cells. Maturasi jantung terus berlanjut hingga 
dewasa sehingga terbentuk ventrikel yang lebih bulat dan adanya arteri coroner 
untuk memberi vaskularisasi myocardium dibawahnya (Brown et al., 2016). 
Proses perkembangan jantung akan terganggu jika terjadi apoptosis pada sel 
atrial cardiomyocytes (CMs), ventricular CMs dan endocardial cells. Ketiga sel 
ini sangat berperan dalam kontraktilitas jantung zebrafish. Selain itu proses 
apoptosis yang abnormal akan mengganggu looping dan mengubah struktur 
morfologis normal jantung (Brown, et al., 2016).   
Jantung embrio ikan zebra terdiri dari 2 ruang yaitu atrium yang 
menerima aliran darah dan ventrikel yang memompa darah ke seluruh tubuh. 
Ikan zebra merupakan system model hewan yang cocok untuk mempelajari 
perkembangan kardiovaskular, genetika, dan cardiotoksisitas. Transparansi 
ikan zebra memungkinkan penilaian visual untuk sirkulasi dan morfologi. Ikan 
zebra memiliki system sirkulasi loop tunggal. Jantung mamalia dan ikan zebra 
sama-sama memiliki katup, endocardium dan pengaturan ritme. Aliran darah 
dari atrium, kemudian darah bergerak ke ventrikel dan dikirim ke aorta. 
Denyut jantung embrio ikan zebra (140-180 denyut per menit; bpm) jauh 
lebih dekat dengan denyut jantung janin normal (130-170 bpm), yang sangat 
berbeda dari denyut jantung tikus (300-600 bpm). Dalam beberapa tahun 
terakhir, ikan zebra telah mendapatkan popularitas untuk penelitian 
kardiovaskular karena kapasitasnya untuk regenerasi jantung, yang 
memberikan peluang menarik untuk menemukan terapi baru untuk cedera 




2.8 Edema Perikardium 
Perikardium didefinisikan sebagai suatu struktur kantung yang melapisi 
seluruh jantung. Terdapat sekitar 5-10 cc cairan serous di dalam kantung yang 
berguna memberi ruang gerak bagi otot jantung. Lapisan perikardium mamalia 
terdiri dari memban serosa, terdiri dari lapisan mesothelial dan lapisan fibrosa 
pada bagian luar. Terdapat beberapa bagian pada perikardium yaitu 
perikardium visceral dan perikardium parietal. Perikardium visceral adalah 
bagian kantung yang menempel pada epikardial jantung yang memiliki sifat 
tipis dan fleksibel, sehingga memudahkan jantung untuk bergerak. Sedangkan 
perikardium parietal adalah bagian kantung yang tidak menempel dengan 
jantung yaitu berada di posisi luar, bersifat keras dan tebal dan berfungsi 
menahan volume jantung ketika darah dalam jantung berlebihan serta 
melindungi jantung dari benturan luar. Ketebalan perikardium manusia bisa 
mencapai 3 mm, namun rata-rata ketebalannya yaitu 1.7 mm (rentang 1.5 – 2 
mm). Perikardium merupakan bagian jantung yang memiliki fungsi yang 
penting dan ketika ada gangguan, maka akan mengancam kehidupan 
(Shabetai, 2012). 
Perikardium pada ikan zebra terbentuk pada periode segmentasi (10h) 
yaitu saat terjadi organogenesis primer. Usia embrio 36 hpf belum 
menunjukkan perbesaran pada perikardium. Sedangkan pada usia 42h 
pericardium sudah mengalami penonjolan sebagai tempat untuk jantung, 
terdapat pembuluh darah pada segmen-segmen tubuh ikan zebra (Danio 
rerio) pada pericardium ini juga kantung tetas yang mengandung enzim yang 
digunakan pada periode menetas.  Kantung tetas ini muncul pada periode 




1995). Paparan kafein akan merusak angiogenesis serta terjadinya 
vasokontriksi pembuluh darah yang dapat mengganggu proses morfogenesis 
pada embio ikan zebra (Danio rerio). Selain itu pelepasan radikal bebas serta 
terbentuknya MDA dapat memicu terjadinya malformasi berupa edema 
pericardium pada pertumbuhan ikan zebra (Danio rerio) (Jeanray et al., 2015). 
 
Gambar 2.8 Gambaran edema pericardium pada ikan 
zebra (3 dpf) akibat paparan kafein selama 1 hari.  
Anak panah biru menunjukkan adanya edema perikardium ikan zebra 




KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 























 = Menghambat 
= Indikator yang diamati 
= Indikator yang tidak diamati 
= Paparan yang diberikan 
 
 
Hambatan Pump back 
ion kalsium 
Kontraksi Otot Jantung 
Frekuensi Denyut Jantung 
Kerusakan sel dan Mutasi DNA 




























Kafein (1,3,7 trymethylxanthine) 






- Ellagic Acid 






Kafein yang bersifat hidrofobik dapat melewati sawar plasenta, kemudian 
kafein akan bersifat antagonis terhadap reseptor adenosine yang menyebabkan 
katekolamin meningkat. Pelepasan katekolamin dapat menginduksi stres kimiawi 
pada tubuh (Yang, 2010) yang membuat pembuluh darah menjadi vasokontriksi. 
Vasokontriksi pembuluh darah uteroplasental menyebabkan terjadinya iskemia 
pada janin, kemudian menurunkan aliran oksigen dan nutrisi yang dibutuhkan oleh 
janin untuk berkembang sehingga janin mengalami hipoksia. Hipoksia pada 
jaringan akan menginduksi reperfusi oksigen dan metabolisme oksigen. 
Metabolisme oksigen yang meningkat akibat adanya hipoksia jaringan akan 
menyebabkan stres oksidatif (Gupta et al., 2007). Kerusakan oksidatif tersebut 
dimediasi oleh senyawa-senyawa ROS (reactive oxygen species). Selain itu, 
katekolamin juga dapat memicu senyawa-senyawa ROS (reactive oxygen species) 
pada miosit jantung pada keadaan stress oksidatif dengan mengaktivasi kanal 
kalsium tipe L dan menyebabkan influks ion kalsium (Johnstone et al., 2014).  
Selain itu, salah satu target dari stress oksidatif yang lainnya adalah 
reseptor ryanodine yang berada di miosit jantung. Aktivitas agonis pada reseptor 
ryanodine memaksa Ca2+ transient fluxes dan menginduksi kelebihan Ca2+ 
intraseluler (Monteiro et al., 2016). Aktivasi reseptor ryanodine untuk melepaskan 
Ca2+ dapat menyebabkan perubahan denyut jantung (Chen, 2008; Porta, 2011). 
Mutasi yang terjadi pada reseptor ryanodine akan menyebabkan kebocoran ion 
kalsium di intraseluler (Xie et al., 2015). Kemudian, Tappia et al (2001) juga 
menjelaskan bahwa stress oksidatif juga dapat menekan pompa kalsium dan 
aktivitas dari natrium-kalsium exchanger, sehingga menyebabkan penurunan 
proses pengeluaran ion kalsium dari sel jantung yang mengarah pada peningkatan 







dengan troponin-tropomiosin dan menginisasi cross-bridge formation dan 
kontraksi (Sherwood, 2015; Hall, 2015). Kontraksi otot jantung akan meningkatkan 
frekuensi denyut jantung. 
Selain bersifat antagonis terhadap reseptor adenosine, kafein yang 
melewati sawar plasenta akan menginduksi oksidasi xanthine yang akan 
meningkatkan produksi radikal bebas yaitu Reactive-Oxygen Species (ROS) 
(Rashidi et al., 2012).  Radikal bebas merupakan molekul yang memiliki elektron 
tak berpasangan pada orbital luarnya sehingga bersifat sangat reaktif (Winarsi, 
2011) yang dapat menghasilkan stres oksidatif. Stress oksidatif yang disebabkan 
oleh ROS dapat secara langsung menyebabkan kerusakan sel (Li et al, 2017; 
Huang et al., 2018).  
Stres oksidatif dapat menginduksi disfungsi mitokondria, mutasi genetik, 
serta menyebabkan kematian sel. ROS yang berikatan dengan lipid pada 
membran sel (peroksidasi lipid) akan menyebabkan terbentuknya Malondialdehid 
(MDA). MDA bersifat merugikan yang disebut sebagai sel mutagen pada sel 
mamalia dan bersifat karsinogenik. MDA akan menghasilkan aldehid dan keton 
yang bersifat toksik terhadap sel. Aldehid dan keton akan merusak sel serta 
struktur DNA. Peningkatan MDA menginduksi stress oksidatif 
ROS berlebihan dapat menginduksi kerusakan komponen seluler yang 
bersifat ireversibel dan menyebabkan kematian sel melalui jalur apoptosis intrinsik 
melalui mitokondria, sehingga memicu kerusakan DNA mitokondria, disfungsi, dan 
peningkatan apoptosis sel (Zalukhu et al., 2016). Pada tingkat seluler, kafein akan 
menurunkan aktivitas DNA polimerase dan menghambat aktivitas fosfodiesterase, 




Beberapa gen yang dibutuhkan dalam perkembangan jantung selama 
embryogenesis ikan zebra dapat terganggu akibat stress oksidatif, diantaranya 
faktor transkripsi seperti gata dan hand 2 yang berperan penting dalam diferensiasi 
myocardium awal dan morfogenesis. Faktor transkripsi gata merupakan 
deteriminan penting pada siklus hidup sel selama hematopoiesis. Vegf (Vascular 
Endothelial Growth Factor) lebih rendah pada paparan kafein (Chakraborty, 2011) 
adalah faktor utama yang mengontrol onset dan pemeliharaan kontraktilitas 
ventricular (Chen et al., 2015; Li et al., 2017). Edema perikardium dapat 
disebabkan oleh peningkatan regulasi (up regulation) Vegf dan gata1 (Chen et al., 
2015). Ekspresi gen berlebih pada hand2 dapat mengaugmentasi proliferasi 
regeneratif pada cardiomyocytes yang menyebabkan pembesaran jantung 
(Schindler et al., 2014).   
Stres oksidatif dapat dicegah dengan dua cara, yaitu dengan mencegah 
formasi ROS atau menghilangkan efek ROS dengan antioksidan (Zalukhu et al., 
2016). Antioksidan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak kulit buah 
delima. Kulit delima mengandung senyawa flavonoid, asam fenolat, dan tannin 
diantaranya gallotannin, ellagitannin, anthocianin, asam ellagic, kuersetin, asam 
galat, katekin yang mempunyai khasiat sebagai antioksidan (Madrigal-Carballo et 
al., 2009). Kulit buah delima kaya akan tannin, yang  merupakan golongan 
polifenol. Polifenol dapat menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi 
kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas, dan memutus reaksi oksidasi 
berantai pembentukan radikal bebas. Dengan demikian, polifenol dapat 
menetralkan oksidan menjadi bentuk yang tidak toksik. Kandungan Flavonoid juga 




mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga 
reaktivitas senyawa oksidan tersebut dapat dihambat. 
3.2 Hipotesis Penelitian 
1. Pemberian ekstrak kulit buah delima (Punica garantum L) menurunkan 
frekuensi denyut jantung dan penurunan malformasi berupa edema 







4.1 Desain Penelitian 
Penelitian ini menggunakan desain eksperimen murni (true 
experimental design) secara in vitro menggunakan rancangan Randomized 
Post Test Only Controlled Group Design. 
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik pada 
hewan coba berupa embrio ikan zebra (Danio rerio) yang secara acak dibagi 
ke dalam delapan kelompok dengan jumlah sampel untuk masing-masing 
kelompok adalah 20 embrio. 
4.2 Tempat dan Waktu Penelitian 
Pemeliharaan hewan coba selama penelitian dan lokasi dilakukannya 
penelitian dilaksanakan di Laboratorium Budidaya Ikan Divisi Reproduksi Ikan 
Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas Brawijaya, Malang. 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli ─ September 2018. 
4.3 Populasi dan Sampel Penelitian 
Populasi penelitian ini adalah embrio ikan zebra dari ikan zebra dewasa 
yang didapatkan dari laboratorium FPIK Universitas Brawijaya. Sampel yang 
digunakan pada penelitian ini adalah 20 embrio ikan zebra (Danio rerio) pada 
setiap well plate. Kelompok perlakuan diletakkan pada 24 well plate. 
Penelitian ini menggunakan 60 sampel pada masing-masing kelompok 
perlakuan. Penelitian ini terdiri dari 8 kelompok perlakuan, sehingga jumlah  
total sampel yang digunakan sebanyak 480 embrio. Hal tersebut dikarenakan 






Perhitungan jumlah sampel minimal dilakukan dengan rumus federer (Dahlan, 
2011): 
(n – 1) (t – 1) ≥ 15 
(n – 1) (8 – 1) ≥ 15 
n – 1 ≥ 15/7 
n ≥ 3,1» 3 
Berdasarkan rumus tersebut, t adalah jumlah perlakuan dan n adalah 
jumlah sampel dalam setiap kelompok. Jumlah sampel minimal yang dapat 
digunakan adalah tiga embrio ikan zebra setiap kelompok. Selanjutnya untuk 
menilai apakah jumlah tersebut sudah adekuat untuk penelitian ini, digunakan 






Melalui metode equation didapatkan hasil 18 yang artinya jumlah 
sampel hewan coba yang diinginkan berdasarkan rumus frederer telah 
adekuat untuk penelitian ini. Pengambilan sampel dilakukan dengan teknik 
Simple Random Sampling. 
Penelitian ini membagi sampel menjadi delapan kelompok perlakuan. 
Kedelapan kelompok tersebut yaitu: 
1. Kelompok kontrol: sampel tidak diberikan paparan kafein maupun ekstrak 
kulit buah delima. 
2. Kelompok kontrol negatif: sampel diberikan kafein konsentrasi 100 ppm  
E = total hewan coba – total kelompok penelitian 
E = (3x6) – 8 
E = 24 – 6 





3. Kelompok kontrol positif: sampel diberikan kafein konsentrasi 100 ppm  dan 
vitamin C konsentrasi 30 ppm 
4. Kelompok Perlakuan 1: sampel diberikan kafein konsentrasi 100 ppm dan 
diberikan ekstrak kulit buah delima (Punica granatum L) konsentrasi 1 yaitu 
0,14 ppm 
5. Kelompok Perlakuan 2: sampel diberikan kafein konsentrasi 100 ppm dan 
diberikan ekstrak kulit buah delima (Punica granatum L) konsentrasi 2 yaitu 
0,28 ppm 
6. Kelompok Perlakuan 3: sampel diberikan kafein konsentrasi 100 ppm dan 
diberikan ekstrak buah delima (Punica granatum L) konsentrasi 3 yaitu 0,42 
ppm. 
7. Kelompok Perlakuan 3: sampel diberikan kafein konsentrasi 100 ppm dan 
diberikan ekstrak buah delima (Punica granatum L) konsentrasi 4 yaitu 0,56 
ppm. 
8. Kelompok Perlakuan 3: sampel diberikan kafein konsentrasi 100 ppm dan 
diberikan ekstrak buah delima (Punica granatum L) konsentrasi 5 yaitu 0,7 
ppm. 
 
4.4 Variabel Penelitian 
Penelitian dilakukan untuk mengamati denyut jantung dan edema 
perikardium pada embrio ikan zebra (Danio rerio) setelah pemaparan kafein 
dan ekstrak kulit buah delima (Punica granatum L) untuk melihat pengaruh 





4.4.1 Variabel Bebas 
Variabel bebas yang digunakan adalah pemberian kafein dengan 
konsentrasi tetap yaitu 100 ppm serta pemberian ekstrak kulit buah 
delima (Punica granatum L) dengan konsentrasi yang berbeda yaitu 
konsentrasi 1 (0,14 ppm), konsentrasi 2 (0,28 ppm), dan konsentrasi 3 
(0,42 ppm), konsetrasi 4 (0,56 ppm), konsentrasi 5 (0,7 ppm). 
4.4.2 Variabel Terikat 
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah frekuensi denyut 
jantung dan edema perikardium. 
4.5 Definisi Operasional 
Tabel 4.1 Definisi Operasional 
No Variabel Definisi Satuan Skala Instrumen 
1 Kafein Kafein dalam penelitian ini adalah 
berupa kafein murni (PA) dalam 
bentuk bubuk yang diperoleh dari 
Laboratorium Farmakologi FKUB 
mg/L Rasio Neraca 
2 Ekstrak Kulit 
Buah Delima 
Ekstrak kulit buah delima merupakan 
kulit buah delima yang telah melalui 
proses ekstraksi dengan etanol dan 
menghasilkan ekstrak kulit buah 
delima murni (PA). Buah delima 
diperoleh dan dideterminasi di UPT 
Materi Medika, Batu, Malang 
kemudian proses ekstraksi 
dilakukan di Laboratorium 
Farmakologi FKUB. 
mg/L Rasio Neraca 
3 Denyut 
Jantung 
Denyut jantung embrio ikan zebra 
adalah kontraksi dari atrium dan 
ventrikel secara bergantian. Denyut 
jantung dihitung selama 15 detik 
dalam bentuk video, kemudian dikali 
dengan empat untuk mengetahui 
perkiraan jumlah denyut jantung ikan 












2010). Hasil rata-rata denyut jantung 
yang dihitung selama satu menit 
dilakukan pada 72 hpf setelah 
proses pemaparan berakhir. 
4 Edema 
pericardium 
Pericardium merupakan bagian dari 
coelemic cavity yang tampak 
sebagai ruangan mengelilingi 
jantung dan memisahkannya 
dengan dinding tubuh. Coelemic 
cavity merupakan ruangan berisi 
cairan yang memisahkan organ 
dalam (Kimmel el al., 1995). Ikan 
zebra dapat dikatakan mengalami 
edema perikardium jika terdapat 
perbesaran pada pericardium ketika 
dibandingkan dengan kelompok 
kontrol. Ketebalan pericardium 
embrio diamati dibawah mikroskop 
Olympus C31 dengan perbesaran 
obyektif 40x. Embrio diposisikan 
lateral sehingga diperoleh gambaran 
sisi lateral embrio. Pengukuran 
dilakukan pada 72 hpf. 
− Nominal Mikroskop, 
kamera.  
 
4.6 Alat dan Bahan Penelitian 
4.6.1 Bahan 
1. Ikan zebra dewasa (Danio rerio) strain wild type 
2. Medium embrio yang terdiri dari 0,04% CaCl2, 1,63% MgSO4, 1% 
NaCl dan 0,03% KCl dalam 100 mL Aqua Destilata. 
3. Kafein bubuk murni yang telah dilarutkan dalam air terdestilasi 
(100 ppm) 
4. Ekstrak kulit buah delima 0,14 ppm, 0,28 ppm, 0,42 ppm, 0,56 




5. Vitamin C bubuk murni yang dilarutkan dalam aquadest sebanyak 
30 ppm 
4.6.2 Alat 
1. Aquarium dengan kapasitas 60 liter 
2. Inkubator 
3. Lampu Philip 10 watt 
4. Mikroskop stereo merk Olympus C31 
5. Cawan petri 
6. Tabung falcon 
7. Piring kultur 6 sumur (well plate) 
8. Mikropipet dan tip, pipet plastik 
9. Kamera HP iPhone 7 
10.Kresek atau kertas asturo berwarna hitam 
4.7 Prosedur Penelitian 
4.7.1 Penentuan Konsentrasi Kafein dan Kulit Delima 
Konsentrasi kafein didapatkan dari hasil penelitian sebelumnya 
yaitu 100 ppm yang dapat menyebabkan gangguan dan malformasi 
jantung (Basnet et al., 2017). Penelitian oleh Chen (2008) menunjukkan 
bahwa konsentrasi tersebut secara signifikan memengaruhi malformasi 
dan mortalitas embrio ikan zebra.  
Konsentrasi kulit delima yang digunakan berdasarkan dari 
penelitian sebelumnya adalah 50 mg/kgBB/hari pada tikus yang 
diketahui dapat menangkal stress oksidatif (Pandey et al., 2009; Kumar 
et al., 2013). Kemudian dilakukan konversi dengan membandingkan 




optimasi konsentrasi juga didukung dengan penelitian pendahuluan 
yang mencoba kafein dalam berbagai konsentrasi dan pada konsentrasi 
tersebut terjadi peningkatan denyut jantung dan malformasi ikan zebra 






     X = 0,14 mg/L 
 Sehingga didapatkan konsentrasi: 
1. Konsentrasi 1= 0,14 mg/L = 0,14 ppm 
2. Konsentrasi 2= 0,28 mg/L = 0,28 ppm 
3. Konsentrasi 3= 0,42 mg/L = 0,42 ppm 
4. Konsentrasi 4= 0,56 mg/L = 0,56 ppm 
5. Konsentrasi 5= 0,7 mg/L = 0,7 ppm 
4.7.2 Proses Ekstraksi Kulit Buah Delima (Punica granatum L) 
Buah delima diperoleh dari UPT Materia Medika. Sebelumnya 
dilakukan determinasi buah delima (Punica granatum L) di UPT Materia 
Medika, Batu, Jawa Timur untuk memastikan identifikasi buah delima 
sesuai dengan spesies yang diinginkan. Proses ekstraksi dilakukan di 
Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya 
Malang. 
Proses pembuatan ekstrak dimulai dari tahap pengeringan, buah 
delima dikupas kulitnya kemudian dicuci bersih kemudian mencincang 
kecil kulit buah delima dan selanjutnya dimasukkan dalam oven selama 
5-7 hari dengan suhu maksimal 500C. Selanjutnya proses ekstraksi 
menggunakan metode maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 




sebanyak 100 gram kemudian direndam dalam 1 L pelarut etanol 95% 
selama 1 malam sampai mengendap. Berikutnya diambil lapisan atas 
yang merupakan campuran pelarut dan zat aktif. Proses perendaman 
dan mengambilan lapisan atas ini dilakukan sebanyak 3 kali. 
Proses ketiga adalah evaporasi, diawali dengan memasukkan 
cairan hasil perendaman ke labu evaporasi dan dipasang pada 
evaporator. Selanjutnya mengisi heating bath dengan air hingga penuh 
dan mengatur suhu. Proses evaporasi dimulai hingga pelarut terpisah 
dengan zat aktif. Aliran pelarut dibiarkan sampai berhenti menetes pada 
labu penampung. Selanjutnya didapatkan hasil proses ekstraksi dalam 
bentuk pasta kemudian disimpan ke dalam freezer. 
4.7.3 Pembuatan Cairan Embrionik 
Alat dan bahan yang digunakan untuk pembuatan cairan 
embrionik diantaranya 0,04% CaCl2, MgSO4 1,63%, NaCl 1% dan KCl 
0,03% yang dilarutkan dalam Aquades 100 ml (Jati, 2017), tabung 
erlemeyer, spatula dan timbangan digital Dhaus Pioneer PA214210.  
4.7.4 Pengenceran Ekstrak Kulit Delima, Kafein dan Vitamin C 
Pengenceran dilakukan di Laboratorium Faal FK UB dengan prosedur: 
1. Menimbang ekstrak sesuai konsentrasi dengan menggunakan 
timbangan analitik 
2. Menyiapkan tiga falcon berisi 50 ml aquadest 
3. Memasukkan hasil timbangan ekstrak kulit delima, kafein dan 
vitamin C ke masing masing falcon 




4.7.5 Pemeliharaan Ikan 
Pemeliharaan ikan zebra dewasa dilakukan dalam kotak air 
dilengkapi dengan sistem resirkulasi yang berkelanjutan. Ikan dipelihara 
dalam tanki dengan kapasitas 60 L. Suhu air dijaga pada suhu 28,50 C 
dan pH antara 7,9 – 8,3, kadar oksigen > 95%. Ikan zebra diberi makan 
sebanyak tiga kali setiap hari dengan Tetramin dan cacing blok. 
Akuarium tempat pemeliharaan berukuran 60 cm x 40 cm x 40 cm 
dengan diberikan jaring di bawahnya agar telur ikan zebra dapat 
tertampung dan menghindari ikan dewasa memangsa telurnya. 
Perawatan ikan zebra dilakukan dengan memperhatikan siklus gelap 
dan terang dengan perbandingan 14 : 10 jam. Periode terang selama 14 
jam dimulai dari pukul 08.00 pagi (Reed & Jennings, 2011). 
4.7.6 Pengawinan Ikan 
Pengawinan dilakukan dengan meletakkan ikan jantan dan ikan 
betina dengan perbandingan 2:1 kedalam akuarium pengawinan 
dengan ukuran 40 x 32 x 32 cm suhu air tetap dijaga pada suhu 28,50 C 
dan pH antara 7,9 – 8,3, kadar oksigen > 95%, dan ikan dewasa tetap 
diberi makan 3 kali sehari. Didalam akuarium telah diletakkan jala 
pemisah dibagian dasar untuk memisahkan antara telur dengan ikan 
dewasa dan menghindari telur dimakan kembali oleh ikan dewasa. 
Selain itu, didalam akuarium telah diletakkan pula tanaman air untuk 
merangsang perkawinan. Proses pengawinan dilakukan pada sore hari 




4.7.7 Pengambilan Embrio 
Pengambilan embrio ikan zebra dilakukan dengan memasukkan 
keranjang berjala dalam kotak air ikan zebra setelah pemberian makan 
terakhir. Embrio diambil dalam rentang waktu 15-20 menit setelah 
periode terang dimulai. Setelah itu, embrio dimasukkan ke dalam 
medium embrio untuk dibersihkan dari debris. 
4.7.8 Kultur Embrio 
Embrio yang telah dibersihkan diletakkan di cawan petri lalu 
diamati dibawah mikroskop untuk menentukan apakah embrio tersebut 
telah terfertilisasi atau belum. Embrio yang telah terfertilisasi pada 
bagian cangkang terdapat bulatan yang berwarna lebih keruh dari 
tengahnya. Pengamatan tidak lebih dari dua jam. Embrio diletakkan 
dalam piring kultur dan diinkubasi pada suhu 28.50 C. Medium embrio 
diganti setiap hari dan ikan dirawat sampai 72 hpf. 
Pengambilan sampel dilakukan dengan teknik simple random 
sampling. Alat dan bahan pengambilan dan pemeriksaan embrio ikan 
zebra yaitu  aquades, inkubator dengan suhu 28 derajat C, dissposible 
pipette, cawan  petri, well-plate (24 well),  handscoon, asturo warna 
hitam,  mikroskop  stereo  merk olympus, dan  larutan  embrionik  
(disimpan dalam refrigator 4-8ºC) stok 10x.  
4.7.9 Pemaparan Kafein 
Pemaparan kafein dilakukan pada tujuh kelompok, kontrol 
negatif, kontrol positif, perlakuan 1, perlakuan 2, perlakuan 3, perlakuan 
4, dan perlakuan 5. Pemaparan kafein dalam medium embrio diberikan 




yang berumur 5,25 jam pasca fertilisasi dikarenakan pada usia tersebut 
sama dengan periode implantasi pada mamalia (Berghmans et al., 
2005). Kafein diberikan pada 5,25 hpf hingga 72 hpf. Paparan dilakukan 
sejak pembelahan 32 hingga 64 sel dengan dekorionisasi alami.  
Namun, konsentrasi setiap paparan diduga tidak sama pada 
masing-masing embrio selama masih ada korion, sehingga 
dekorionisasi sebaiknya dilakukan. Harapannya adalah konsentrasi 
paparan dapat diabsorbsi secara lengkap dan merata oleh ikan zebra 
(Capiotti et al., 2011). Paparan dalam penelitian ikan zebra pada periode 
awal kehidupan yaitu dengan melarutkan kafein dalam air dikarenakan 
ikan zebra belum dapat mengonsumsi makanan sampai usia 7 dpf 
(Chen, 2008; Capiotti et al., 2011).  
4.7.10 Pemberian Ekstrak Kulit Buah Delima (Punica granatum L) dan 
Vitamin C 
Perlakuan pemberian ekstrak kulit buah delima murni dilakukan 
pada 5,25 hpf hingga 72 hpf hanya pada kelompok perlakuan 1, 2, 3, 
4, dan 5. Penentuan konsentrasi didasarkan pada penelitian 
sebelumnya pada tikus. Sehingga konsentrasi kulit buah delima hasil 
konversi dalam berat badan ikan zebra yang memberikan efek 
antioksidan adalah 0,14 ppm. Konsentrasi yang diberikan masing-
masing kelompok perlakuan adalah 0,14 ppm; 0,28 ppm; 0,42 ppm; 
0,56 ppm; dan 0,7 ppm. 
Vitamin C yang digunakan dalam penelitian ini adalah vitamin C 
murni. Konsentrasi vitamin C yang diberikan adalah 30 ppm. 




pendahuluan dengan mempertimbangkan penelitian terdahulu oleh 
Reimer (2006) dimana vitamin C dengan dosis 250 µM secara 
signifikan mampu menurunkan toksisitas akibat ROS pada embrio ikan 
zebra.  
Vitamin C tersebut dijadikan sebagai kontrol positif dan 
diberikan dengan kafein pada di dalam medium embrio. Asam 
askorbat, atau yang lebih dikenal dengan nama vitamin C merupakan 
senyawa vitamin yang larut dalam air. Vitamin C memiliki rumusan 
kimia C6H8O6 dan memiliki peran penting, seperti sintesis kolagen dan 
sintesis neurotrasmiter. Vitamin C juga diketahui memiliki aktifitas 
antioksidan yang melindungi karbohidrat, lemak, protein, dan asam 
nukleat dari kerusakan akibat radikal bebas (Murray et al., 2010).  
4.7.11  Penghitungan Denyut Jantung Embrio Ikan Zebra 
Perhitungan denyut jantung dilakukan pada embrio usia 72 hpf. 
Embrio ikan zebra dipindahkan dari well plate ke slide mikroskop 
menggunakan pipet plastic dan diberi sedikit air. Setelah itu, slide yang 
berisi embrio ikan zebra 72 hpf diletakkan di bawah mikroskop stereo 
(SZ-PT Olympus) dengan perbesaran 40x. Gambaran denyut jantung 
ikan zebra direkam menggunakan kamera, kemudian denyut jantung 
dihitung selama satu menit dengan bantuan stopwatch dan counter. 
Sebelumnya, terlebih dahulu. Penghitungan denyut jantung dilakukan 
dengan menghitung kontraksi salah satu dari kedua ruang jantung 
(atrium atau ventrikel). Hasil akhir jumlah denyut jantung embrio ikan 
zebra dikali dengan dua untuk mengetahui perkiraan jumlah denyut 




tiga kali tiap sampel untuk mengurangi subyektivitas peneliti kemudian 
dihitung rata-rata. 
4.7.12 Pengamatan Perikardium Larva Ikan Zebra  
Embrio diposisikan lateral sehingga diperoleh gambaran sisi 
lateral embrio (sisi jantung dan yolk sac) (Antkiewicz et al., 2005). 
Pericardium larva ikan zebra diamati dengan menggunakan mikroskop, 
yaitu mengambil larva pada 72 hpf menggunakan pipet dan meletakkan 
di object glass. Apabila larva terlalu banyak bergerak, larutan metil 
selulosa 3% dapat diberikan. Kemudian, pericardium larva ikan zebra 
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4.9. Analisa Statistik 
Pengukuran signifikansi statistik antar kelompok dianalisis 
menggunakan program SPSS dengan tingkat signifikansi (p<0,05) dan taraf 
= Waktu Paparan 
 







Pemeliharaan ikan zebra dewasa 
Pengambilan embrio  
Kontrol 
(P3) 
Kafein 100 ppm + 
Ekstrak Kulit Buah 
Delima 0,42 ppm 
(P1) 
Kafein 100 ppm + 
Ekstrak Kulit Buah 
Delima 0,14 ppm 
 
(P5) 
Kafein 100 ppm + 
Ekstrak Kulit Buah 
Delima 0,7 ppm 
(P2) 




Kontrol Positif  
(Kafein 100 
ppm + 
Vitamin C 30 
ppm) 
(P4) 
Kafein 100 ppm 






kepercayaan 95%. Kemudian dikomparatif dengan analisis one way 
variance (ANOVA). One way variance (ANOVA) merupakan salah satu 
bentuk dari uji parametrik. Secara umum, untuk menggunakan uji ANOVA, 
maka diperlukan syarat berikut: 
• Data bersifat numerik dan data harus terdistribusi normal (Suwarjana, 
2016) 
• Varians data harus sama (Dahlan, 2011) 
Jika syarat tersebut terpenuhi, maka dipilih uji one way ANOVA, tetapi 
apabila syarat tersebut tidak terpenuhi, maka diupayakan untuk melakukan 
transformasi data supaya distribusi menjadi normal dan varians menjadi 
sama. Namun apabila variabel hasil transformasi tidak berdistribusi normal 
atau varians tetap tidak sama, maka alternatif yang dapat digunakan adalah 
uji Kruskal-Wallis. Selanjutnya, apabila pada uji ANOVA maupun Kruskal-
Wallis didapatkan p<0.05, maka dapat dilanjutkan dengan analisis Post Hoc 
(Dahlan, 2011). Uji Post Hoc dilakukan untuk menilai pada kelompok mana 
rata-rata yang berbeda. Selanjutnya dilakukan uji regresi dan korelasi untuk 





HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 
 
5.1 Denyut Jantung 
5.1.1 Hasil Penelitian Denyut Jantung Ikan Zebra 
Denyut jantung ikan zebra diamati dan direkam pada 72 hpf setelah 
mendapat pemaparan kafein dan kulit delima dengan menggunakan 
mikroskop Olympus perbesaran 40x. Penghitungan denyut jantung ikan 
zebra dilakukan setelah pengambilan video selama 15 detik. Denyut jantung 
dihitung menggunakan aplikasi digital hand tally counter sebanyak 3 kali dan 
dirata-rata, kemudian dikonversikan menjadi denyut jantung per menit. Hasil 
rata-rata denyut jantung menunjukkan adanya peningkatan pada kelompok 
kontrol negatif terhadap kelompok kontrol, yaitu 207,47/menit menjadi 
214,56/menit. Secara lebih rinci, hasil rata-rata denyut jantung embrio ikan 
zebra pada masing-masing kelompok dapat dilihat pada table berikut: 




Kelompok Perlakuan Denyut Jantung Mean SD N 
Kontrol 207,47 ± 10,49 45 
Kontrol Negatif (Kafein 100 ppm) 214,56 ± 15,06 12 
Kontrol Positif (Kafein 100 ppm + Vit. 
C 30 ppm) 204,28 ± 10,75 24 
P1 (Kafein 100 ppm + KD 0,14 ppm) 197,57 ± 8,06 17 
P2 (Kafein 100 ppm + KD 0,28 ppm) 196,91 ± 8,98 19 
P3 (Kafein 100 ppm + KD 0,42 ppm) 196,85 ± 8,72 30 
P4 (Kafein 100 ppm + KD 0,56 ppm) 195,44 ± 10,59 26 
P5 (Kafein 100 ppm + KD 0,7 ppm) 191,65 ± 11,04 30 
Keterangan: KD: Kulit Delima; SD: Standar Deviasi, 







































Berdasarkan Tabel 5.1, terdapat penurunan denyut jantung pada kelompok 
kontrol positif, kelompok perlakuan 1, 2, 3, 4, dan 5, yaitu 204,28/menit, 
197,57/menit, 196,91/menit, 196,85/menit, 195,44/menit dan 191,65/menit secara 
berurutan. Rata-rata denyut jantung terendah yaitu kelompok perlakuan 5 (kafein 
















5.1.2 Analisis Data 
Analisis data denyut jantung menggunakan program SPSS versi 25.0. 
Uji statistik yang digunakan dalam analisis data denyut jantung ini adalah Uji 
One Way ANOVA. Namun, jika data tidak memenuhi persyaratan uji 
parametrik One Way ANOVA yaitu data harus terdistribusi normal dan 
memiliki varian yang homogen. Selanjutnya dilakukan upaya deteksi outliers 
atau transformasi data untuk membuat data menjadi normal, namun jika 
Gambar 5.1 Grafik Rerata Denyut Jantung Embrio Ikan Zebra 
(Danio rerio) 72 hpf 
Keterangan: KD: Kulit Delima dengan berbagai konsentrasi; Kontrol 
Negatif: Kafein 100 ppm; Kontrol Positif: Kafein 100 ppm + Vit.C 30 ppm. 
Pemberian ekstrak kulit delima dengan berbagai konsentrasi dapat 
menurunkan denyut jantung embrio ikan zebra yang terpapar kafein. 
Tanda (*) menunjukkan nilai yang signifikan pada kelompok paparan 
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif dengan CI 0.05 




dengan upaya tersebut data tetap tidak normal maka uji statistik yang 
digunakan adalah Uji Non Parametrik Kruskal-Wallis. 
5.1.2.1 Uji Normalitas Distribusi Data 
Uji normalitas data menggunakan uji Shapiro Wilk. Data 
menunjukkan nilai signifikansi 0,219 (p<0,05). Data dikatakan 
memenuhi asumsi normalitas apabila p-value >0,05. Hal ini 
menunjukkan bahwa data kelompok tersebut memiliki distribusi yang 
normal. 
5.1.2.2 Homogenitas Ragam Data 
Homogenitas data dapat diketahui dengan menggunakan Uji 
Levene (Levene Test). Uji homogenitas ragam data menunjukkan 
nilai signifikansi 0,066 (p<0,05), sedangkan data dikatakan 
memenuhi homogenitas ragam apabila p-value >0,05. Sehingga data 
denyut jantung dalam penelitian ini menunjukkan persebaran yang 
homogen.   
5.1.2.3 Uji One Way ANOVA 
Data denyut jantung pada penelitian ini telah menunjukkan 
persebaran normal dan homogen, sehingga memenuhi syarat 
dilakukan uji One Way ANOVA untuk mengetahui pengaruh ekstrak 
kulit delima terhadap penurunan denyut jantung embrio ikan zebra 
yang terpapar kafein secara in vitro. Hasil pengujian dapat dilihat 







Tabel 5.2 Hasil Pengujian One Way ANOVA pada Pengaruh 
Ekstrak Kulit Delima terhadap Denyut Jantung 
 
Perlakuan Denyut Jantung 









207,74 ± 10,49a 
214,56 ± 15,06b 
204,28 ± 10,75a 
197.57 ± 8,06c 
196,91 ± 8,98c 
196,84 ± 8,72c 
195,44 ± 10,59c 




Keterangan: Tanda (*) menunjukkan nilai yang signifikan dengan CI 0.05. Notasi (a, 
b, c, d, e) yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) setelah 
uji Post Hoc 
 
Setelah dilakukan uji One Way ANOVA, didapatkan nilai 
signifikansi denyut jantung sebesar 0,000 (p <0,05). Hal ini 
menunjukkan bahwa H0 ditolak, sehingga dapat disimpulkan bahwa 
pemberian ekstrak kulit delima (Punica granatum L) memberikan 
pengaruh yang signifikan terhadap penurunan denyut jantung embrio 
ikan zebra (Danio rerio) yang terpapar kafein secara in vitro. 
5.1.2.4 Uji Post Hoc 
Uji post hoc perlu dilakukan untuk mengetahui lebih lanjut 
perbedaan rata-rata denyut jantung. Data denyut jantung memiliki 
distribusi yang tidak normal serta memiliki sebaran yang homogen, 
sehingga dilakukan uji post hoc menggunakan uji LSD (Least Square 







Tabel 5.3 Hasil Uji Post Hoc Denyut Jantung pada Berbagai 
Perlakuan 
 













P1 (0,14 ppm) 
P2 (0,28 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 
P5 (0,7 ppm) 
Kontrol Positif 
P1 (0,14 ppm) 
P2 (0,28 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 



























Kontrol Positif P1 (0,14 ppm) 
P2 (0,28 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 











P1 (0,14 ppm) P2 (0,28 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 









P2 (0,28 ppm) 
 
 
P3 (0,42 ppm) 
 
P4 (0,56 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 
P5 (0,7 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 
P5 (0,7 ppm) 













  Tanda (*) menunjukkan nilai yang signifikan dengan CI 0.05 
Setelah mendapatkan hasil yang sangat signifikan pada uji 
One Way Anova, kemudian dilakukan uji post hoc yaitu uji LSD untuk 
mengetahui kelompok mana saja yang memiliki perbedaan yang 
berarti.  
a. Kelompok kontrol negatif (kafein 100 ppm) memiliki perbedaan 
yang berarti dengan rata-rata semua kelompok perlakuan dengan 
p value 0.000. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kulit 




berpengaruh signifikan terhadap penurunan denyut jantung. 
Kelompok kontrol negatif dan kontrol positif menunjukkan p-value 
sebesar 0.000 (p <0.05) sehingga dapat dikatakan bahwa 
pemberian vitamin C mampu menurunkan denyut jantung akibat 
paparan kafein secara optimal. 
b. Kelompok kontrol positif memiliki perbedaan berarti dengan 
semua kelompok perlakuan, namun tidak berbeda secara berarti 
dengan kelompok kontrol. 
c. Kelompok perlakuan 1 (0,14 ppm), perlakuan 2 (0,28 ppm),  
perlakuan 3 (0,42 ppm), perlakuan 4 (0,56 ppm), dan perlakuan 5 
(0,7ppm) tidak memiliki perbedaan bermakna satu sama lain. 
d. Kelompok perlakuan 1 (0,14 ppm) tidak memiliki perbedaan 
bermakna dengan kelompok kontrol, namun kelompok perlakuan 
2 (0,28 ppm), 3 (0,42 ppm), perlakuan 4 (0,56 ppm) maupun 
perlakuan 5 (0,7 ppm) memiliki perbedaan bermakna dengan 
kelompok kontrol. 
5.1.2.5 Uji Regresi dan Korelasi 
Uji regresi yang digunakan adalah uji regresi linear untuk 
mengetahui pengaruh pemberian paparan terhadap variabel denyut 
jantung. Selanjutnya, dilakukan uji korelasi pearson untuk 
mengetahui hubungan penurunan denyut jantung dengan 
peningkatan konsentrasi ekstrak kulit buah delima. Hasil uji regresi 





Tabel 5.4 Hasil Uji Regresi dan Korelasi Ekstrak Kulit Delima 







Signifikansi R2 Signifikansi 
-0.500 0.000* 0.250 0.000* 
 
Berdasarkan hasil uji regresi di atas, didapatkan nilai R-square 
sebesar 0.250 (25%) yang berarti bahwa penurunan denyut jantung 
pada penelitian ini disebabkan oleh pemaparan ekstrak kulit delima, 
sedangkan sisanya dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak diteliti.  
Berdasarkan hasil uji korelasi, didapatkan nilai korelasi 
sebesar -0.500, menunjukkan hubungan negatif yang kuat. Hasil 
signifikansi korelasi menunjukkan nilai 0.000 (p<0.05), sehingga hal 
ini menunjukkan bahwa peningkatan pemberian konsentrasi ekstrak 
buah kulit buah delima secara signifikan diikuti dengan penurunan 
denyut jantung. 
 
5.2 Edema Perikardium 
5.2.1 Hasil Penelitian Edema Perikardium Ikan Zebra 
Penelitian ini dilakukan guna mengetahui ada atau tidaknya pengaruh 
ekstrak kulit buah delima (Punica granatum L) terhadap edema pericardium 
larva ikan zebra berusia 72 hpf yang terpapar kafein secara in vitro. Edema 
pericardium larva ikan zebra diamati dengan mikroskop merk Olympus 
dengan perbesaran 40x untuk mendapatkan proporsi ukuran dengan kepala 
dan bagian yolk sac ikan zebra. Larva ikan zebra diposisikan semi lateral 




menggunakan 60 sampel masing-masing kelompok dan diamati 3 kali untuk 
memastikan ulang ada atau tidaknya edema perikardium.  
Rata-rata edema perikardium larva ikan zebra ditunjukkan pada tabel 
11 berikut ini: 
Tabel 5.5 Rerata Edema Perikardium Larva Ikan Zebra (Danio rerio) 
pada 72 hpf 
 
Kelompok Perlakuan 
Edema Perikardium ± SD 
Mean SD 
Kontrol 0 ± 0 
Kontrol Negatif (Kafein 100 ppm) 0,79 ± 0,42 
Kontrol Positif (Kafein 100 ppm + Vit. C 
30 ppm) 0,4 ± 0,50 
P1 (Kafein 100 ppm + KD 0,14 ppm) 0,65 ± 0,49 
P2 (Kafein 100 ppm + KD 0,28 ppm) 0,45 ± 0,51 
P3 (Kafein 100 ppm + KD 0,42 ppm) 0,37 ± 0,49 
P4 (Kafein 100 ppm + KD 0,56 ppm) 0,33 ± 0,48 
P5 (Kafein 100 ppm + KD 0,7 ppm) 0,14 ± 0,35 
Keterangan: SD: Standar Deviasi; KD: Kulit Delima; 0: Tidak ada edema sama sekali; 1: 
Terdapat edema di seluruh populasi 
 
Berdasarkan Tabel 5.5 di atas, terjadi penurunan rata-rata pada 
kelompok perlakuan 1, 2, 3, 4, dan 5 terhadap kelompok kontrol negatif. 
Kejadian edema perikardium pada kelompok kontrol positif lebih rendah 
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Kelompok perlakuan 1 (P1) 
konsentrasi 0,14 ppm memiliki kejadian edema perikardium lebih tinggi 
dibanding kelompok perlakuan 2,3,4 dan 5. Kejadian edema perikardium 
terendah dapat ditemukan pada P5 dengan konsentrasi kulit delima 0,7 ppm. 
Hasil rata-rata 0.00 pada kelompok kontrol menunjukkan tidak adanya 
satupun embrio ikan zebra yang mengalami edema perikardium pada 









































Gambar 5.3 Gambaran Morfologi Embrio Ikan Zebra pada 72 hpf 
(A) Embrio dengan edema perikardium pada kelompok kontrol negatif (ditunjukkan 
dengan anak panah), (B) Embrio normal pada kelompok kontrol, (C) P1, (D) P3, (F) 
P2, (E) P4, (G) P5, (H) Kontrol Positif (Vit. C) 
 
Gambar 5.2 Grafik Rata-rata Edema Perikardium Larva Ikan 
Zebra (Danio rerio)  pada 72 hpf 
Keterangan: KD: Kulit Delima; Pemberian ekstrak kulit delima 
dengan berbagai konsentrasi (0,14; 0,28; 0,42; 0,56; 0,7) 
menurunkan kejadian edema perikardium pada embrio yang 
terpapar kafein. Tanda (*) menunjukkan adanya perbedaan 

















































5.2.2 Analisis Data 
Data edema perikardium pada penelitian ini dianalisis dengan 
program analisis SPSS versi 25.0. Uji yang digunakan adalah One-Way 
ANOVA apabila data tersebut parametrik, Jika data tidak memenuhi 
persyaratan, maka uji statistic yang digunakan dalah Kruskal-Wallis. 
5.2.2.1 Uji Normalitas Distribusi Data 
Uji normalitas yang digunakan adalah uji Kolmogrof-Smirnov. 
Didapatkan nilai signifikansi 0,00 (p<0,05), sehingga menunjukkan 
bahwa data edema perikardium memiliki persebaran yang tidak 
normal. 
5.2.2.2 Uji Homogenitas Ragam Data 
Uji Levene (Levene Test) digunakan untuk mengetahui 
homogenitas ragam data. Hasil uji homogenitas menunjukkan nilai 
signifikansi 0.00 (p<0.05), sehingga dapat disimpulkan bahwa data 
edema perikardium tidak homogen. 
5.2.2.3 Uji Kruskal-Wallis 
Data edema perikardium diketahui tidak terdistribusi normal 
serta tidak homogen, sehingga tidak memenuhi syarat untuk 
dilakukan uji parametrik. Uji pengganti yang dapat dilakukan adalah 
uji Kruskal-Wallis. Setelah dilakukan uji Kruskal-Wallis, didapatkan 
H0 ditolak dengan nilai signifikansi 0.000 (p<0.05). Sehingga dapat 
disimpulkan bahwa pemberian ekstrak kulit delima (Punica granatum 
L.) memberikan pengaruh yang signifikan terhadap kejadian edema 





Tabel 5.6 Hasil Pengujian Kruskal Wallis Pengaruh Pemberian 
Ekstrak Kulit Delima terhadap Edema Perikardium 
 
Perlakuan Edema Perikardium 









0.00 ± 0.00a 
0.79 ± 0.41b 
0.40 ± 0.50c,d 
0.65 ± 0.49b,c 
0.45 ± 0.51c,d 
0.37 ± 0.49c,d 
0.33 ± 0.48c,d 





Keterangan: Tanda (*) menunjukkan nilai yang signifikan dengan CI 0.05. Notasi (a, 
b, c, d, e) yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) setelah 
uji Post Hoc 
 
5.2.2.4 Uji Kolmogrof-Smirnov 
Uji post hoc perlu dilakukan untuk mengetahui lebih lanjut 
perbedaan rata-rata kejadian edema perikardium antar kelompok. 
Data dianalisis menggunakan uji Kolmogrof-Smirnov karena sebaran 
data yang tidak homogen sehingga tidak memenuhi asumsi pada uji 
Mann-Whitney. Uji ini dilakukan terhadap masing-masing 2 kelompok 
untuk mengetahui perbedaan yang bermakna yang kemudian dilihat 
nilai signifikansinya.  
a. Kelompok kontrol negatif (kafein 100 ppm) memiliki perbedaan 
yang berarti dengan rata-rata edema perikardium semua 
kelompok perlakuan. Namun tidak memiliki perbedaan bermakna 
dengan kelompok P1 (0,14 ppm). 
b. Kelompok kontrol positif tidak memiliki perbedaan berarti dengan 
semua perlakuan kulit delima. 
c. Kelompok perlakuan 1 (0,14 ppm) hanya memiliki perbedaan 




d. Kelompok perlakuan 2 (0,28 ppm), perlakuan 3 (0,42 ppm), 
perlakuan 4 (0,56 ppm) dan perlakuan 5 (0,7 ppm) tidak memiliki 
perbedaan bermakna. Hasil pengujian dapat dilihat pada tabel 5.7 
berikut: 
Tabel 5.7 Hasil Uji Kolmogrof-Smirnov Edema Perikardium 
pada berbagai Perlakuan 
 
Perbandingan Beda p-value 
Kontrol Kontrol Negatif 
Kontrol Positif 
P1 (0,14 ppm) 
P2 (0,28 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 















Kontrol Negatif Kontrol Positif 
P1 (0,14 ppm) 
P2 (0,28 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 













Kontrol Positif P1 (0,14 ppm) 
P2 (0,28 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 











P1 (0,14 ppm) P2 (0,28 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 









P2 (0,28 ppm) 
 
 
P3 (0,42 ppm) 
 
P4 (0,56 ppm) 
P3 (0,42 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 
P5 (0,7 ppm) 
P4 (0,56 ppm) 
P5 (0,7 ppm) 













Tanda (*) menunjukkan nilai yang signifikan dengan CI 0.05 
 
5.2.2.5 Uji Regresi dan Korelasi 
Uji regresi dan korelasi yang digunakan adalah uji regresi 




mengetahui pengaruh paparan terhadap kejadian edema 
perikardium, sedangkan uji korelasi dilakukan untuk mengetahui 
hubungan paparan dengan penurunan kejadian edema perikardium. 
Hasil uji korelasi dapat diketahui melalui tabel 5.8 berikut: 
Tabel 5.8 Hasil Uji Korelasi Ekstrak Kulit Delima terhadap 








-0.032 0.288 0.395 0.000* 
 
Berdasarkan hasil uji regresi menunjukkan R-square sebesar 
0,395 (39,5%) yang berarti bahwa penurunan kejadian edema 
perikardium pada penelitian ini dipengaruhi oleh pemaparan ekstrak 
kulit delima sebesar 39,5%, sedangkan sisanya dipengaruhi oleh 
variabel lain yang tidak diteliti.  
Sedangkan hasil uji korelasi di atas, didapatkan nilai korelasi 
sebesar -0.032, menunjukkan hubungan negatif antara kejadian 
edema perikardium dan konsentrasi ekstrak kulit delima. Namun, nilai 
signifikansinya yaitu 0.288 (p>0.05), sehingga dapat diketahui bahwa 
peningkatan/penambahan konsentrasi ekstrak kulit buah delima 
pada penelitian ini tidak diikuti dengan penurunan kejadian edema 






Penelitian ini menggunakan beberapa uji statistik, yaitu uji One Way 
ANOVA, Uji Kruskal-Wallis, Uji  Post Hoc, Uji Regresi dan Korelasi. Hasil uji One 
Way ANOVA untuk denyut jantung menunjukkan signifikansi sebesar 0.000* 
(p<0.05) dan nilai signifikansi Uji Kruskal-Wallis untuk edema perikardium adalah 
sebesar 0.000* (p<0.05). Hal ini menunjukkan konsentrasi kafein dan konsentrasi 
ekstrak kulit buah delima mempunyai pengaruh yang cukup besar terhadap denyut 
jantung dan edema perikardium embrio ikan zebra.  
Berdasarkan uji Post Hoc pada variabel denyut jantung, didapatkan 
perbedaan signifikan antara kelompok negatif dengan kelompok kontrol positif 
(vitamin C 30 ppm) serta kelompok kontrol negatif dengan berbagai kelompok 
perlakuan ekstrak kulit buah delima konsentrasi 0,14 ppm; 0,28 ppm; 0,42 ppm; 
0,56 ppm; dan 0,7 ppm. Variabel edema perikardium juga menujukkan adanya 
perbedaan signifikan antara kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakuan kulit 
delima dengan p= 0.000 (p<0.05).  
Hasil uji regresi menunjukkan nilai R-square 0,250 pada variabel denyut 
jantung dan 0,395 pada variabel edema perikardium. Hal ini dapat diartikan bahwa 
pengaruh paparan terhadap denyut jantung dan kejadian edema perikardium yaitu 
sebesar 25% dan 39,5% secara berurutan, sedangkan sisanya dipengaruhi oleh 
variabel lain yang tidak diteliti. Uji Korelasi pada kedua variabel menunjukkan 
koefisien korelasi negatif yaitu -0,500 dan -0,032 secara berurutan, sehingga 
pemberian konsentrasi ekstrak kulit delima berhubungan negatif atau dapat 




6.1 Pengaruh Perlakuan terhadap Denyut Jantung 
Hasil uji One Way ANOVA untuk denyut jantung menunjukkan 
signifikansi sebesar 0.000 (p<0.05). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
pemberian ekstrak kulit delima dapat menurunkan denyut jantung embrio ikan 
zebra yang  dipapar kafein dengan signifikan (Tabel 5.2). Hasil penghitungan 
rata-rata denyut jantung kelompok kontrol negatif adalah 214,56  ± 15,06 bpm, 
sedangkan rata-rata jumlah denyut jantung pada kelompok kontrol adalah 
207,47 ± 10,49. Hal ini menunjukkan adanya peningkatan denyut jantung 
pada kelompok kontrol negatif dibandingkan dengan kelompok kontrol.  
Denyut jantung pada kelompok kontrol dalam penelitian ini senilai 
dengan penelitian oleh Lin et al (2014) yang menyatakan bahwa denyut 
jantung bervariasi dengan rentang nilai yang luas, kurang lebih mulai dari 50 
bpm sampai 200 bpm, serta sejalan dengan penelitian oleh Jati (2017) yang 
menunjukkan rata-rata denyut jantung kurang lebih 205 sampai 231 bpm. 
Namun, denyut jantung kelompok kontrol dalam penelitian ini sedikit melebihi 
rentang denyut jantung normal oleh Sarmah & Marrs (2016) yang menyatakan 
bahwa denyut jantung ikan zebra normal adalah 140-180 bpm (Sarmah & 
Marrs, 2016), sedangkan De Luca (2014) menjelaskan bahwa denyut jantung 
normal yaitu 120-180 bpm pada 72 hpf. 
Variasi rentang normal denyut jantung ini diduga akibat pengaruh 
perbedaan jenis dan strain ikan zebra yang digunakan. Selain itu, denyut 
jantung juga dipengaruhi oleh kondisi genetik, kadar oksigen, ketebalan 
miokardium, penyimpanan kalsium dan pelepasan kalsium (Warren et al., 
2011), serta suhu (Genge et al., 2016). Suhu yang lebih tinggi memungkinkan 




mayoritas paparan kafein memberikan efek pada peningkatkan denyut 
jantung (Bunsawat et al., 2015; Turnbull et al., 2017).  
Peningkatan denyut jantung pada kelompok kontrol negatif akibat 
paparan kafein diduga terjadi karena kafein menginduksi stres oksidatif 
sehingga menyebabkan kerusakan pada jantung ikan zebra. Kafein 
merupakan senyawa bioaktif yang dapat bersifat sitotoksik dan menginduksi 
stress oksidatif (Abdelkader et al., 2013). 
Peningkatan denyut jantung pada penelitian ini diduga akibat terjadinya 
stress oksidatif. Stress oksidatif merupakan hasil dari ketidakseimbangan 
antara pro-oksidan dan antioksidan, yang menghasilkan dominasi pada 
oksidan. Kafein merupakan derivat xanthine yaitu sumber penting dari 
terjadinya pembentukan radikal bebas (pro-oksidan) yang dapat 
meningkatkan keadaan stres oksidatif (Echeverri et al., 2010). Xanthin 
merupakan salah satu senyawa yang reaktif apabila terjadi reaksi oksidasi 
(Feoli, 2014). Induksi oksidasi xanthine akan meningkatkan produksi radikal 
bebas yaitu Reactive-Oxygen Species (ROS) (Rashidi et al., 2012). 
Kafein (methylxanthine) dimetabolisme oleh hati yang membentuk 
beberapa derivat metabolit utama, salah satunya adalah teofilin. Teofilin dapat 
menginduksi pembentukan radikal bebas (ROS) dalam sistem biologis melalui 
jaras/sistem xanthine-xanthine oksidase (Shamsuzzaman et al., 2016). 
Xanthine dimetabolisme (>90%) oleh beberapa enzim oksidase dan xanthine 
oksidase (Brown et al., 2018). Peningkatan aktivitas enzim xanthin oksidase 
maupun substratnya (hypoxanthine), dalam plasma disebabkan karena 
hipoksia (terjadi peningkatan hypoxanthine plasma yang merupakan penanda 




meningkatkan pembentukan radikal superoksida (-O2) dan hidrogen peroksida 
(H2O2) sehingga berpotensi muncul kerusakan sel dan jaringan (Setiawan 
dkk, 2005). Oleh karena itu, kemungkinan bahwa peningkatan produksi ROS 
selama metabolisme kafein dosis tinggi menghasilkan ketidakseimbangan 
oksidan-antioksidan dan menyebabkan kardiotoksisitas (Shamsuzzaman et 
al., 2016). Adanya zat yang mempengaruhi denyut jantung dapat 
mengindikasikan gangguan fungsi jantung, pertumbuhan dan perkembangan 
embrio ikan zebra. 
Stress oksidatif dalam penelitian ini juga diduga akibat aktivitas kafein 
dalam peningkatan sekresi katekolamin (hormone seperti norepinefrin, 
dopamine, dan serotonin) melalui inhibisi reseptor adenosine (adenosine 
receptor blocker/bertindak sebagai antagonis reseptor adenosine). Reseptor 
adenosine diklasifikasikan berdasarkan kemampuannya dalam menurunkan 
atau meningkatkan konsentrasi cAMP intraseluler. Semua subtipe reseptor 
adenosine (A1, A2A, A2B, dan A3) terhambat (Monteiro et al., 2016; Borea et 
al., 2018).   
Selain itu, peningkatan katekolamin juga dapat menginduksi agonis 
beta 2-adrenergik dan beta 1-adrenergik. Katekolamin menghasilkan 
peningkatan kadar siklik adenosin monofosfat (cAMP) melalui aktivasi adenilat 
siklase dan meningkat akibat penghambatan enzim fosfodiesterase yang 
bertanggung jawab untuk degradasi cAMP (Hoffman et al., 2014; Richards et 
al., 2016; Willson, 2018). Peningkatan sekresi katekolamin tersebut memiliki 
dampak stress oksidatif pada sistem kardiovaskuler yaitu stimulasi 
miokardium yang menyebabkan peningkatan cardiac output, takikardia, 




(Puteri, 2010; Brown et al., 2018). Katekolamin memicu senyawa ROS pada 
miosit jantung dengan mengaktivasi kanal kalsium tipe L dan menyebabkan 
influks ion kalsium (Johnstone et al., 2014). 
Salah satu target dari stress oksidatif yang lainnya adalah reseptor 
ryanodine yang berada di miosit jantung. Aktivitas agonis pada reseptor 
ryanodine memaksa Ca2+ transient fluxes dan menginduksi kelebihan Ca2+ 
intraseluler (Monteiro et al., 2016). Aktivasi reseptor ryanodine untuk 
melepaskan Ca2+ dapat menyebabkan perubahan denyut jantung (Chen et al., 
2008; Porta et al., 2011). Mutasi yang terjadi pada reseptor ryanodine akan 
menyebabkan kebocoran ion kalsium di intraseluler (Xie et al., 2015).  
Peningkatan denyut jantung juga dikaitkan dengan pelepasan kalsium 
intraseluler dari otot skeletal, otot jantung dan jaringan saraf dikarenakan 
adanya pengikatan dan pengaktifan saluran pelepasan kalsium (reseptor 
ryanodine atau RyRs) (Zulli et al., 2016; Santulli et al., 2018). Kemudian, 
Tappia et al (2001) juga menjelaskan bahwa stress oksidatif juga dapat 
menekan pompa kalsium dan aktivitas dari natrium-kalsium exchanger, 
sehingga menyebabkan penurunan proses pengeluaran ion kalsium dari sel 
jantung yang mengarah pada peningkatan ion kalsium pada intraseluler. Ion 
kalsium didalam sitosol tersebut akan berikatan dengan troponin-tropomiosin 
dan menginisasi cross-bridge formation dan kontraksi (Sherwood, 2015; Hall, 
2015). Kontraksi otot jantung akan meningkatkan frekuensi denyut jantung. 
Keadaan stress oksidatif ini akan berperan dalam penurunan inhibisi 
NOS (Nitric Oxide Synthase) yang akan memberikan dampak peningkatan 
denyut jantung (Zhao et al., 2015). Nitrat oksida merupakan mediator yang 




proliferatif, penurun permeabilitas, dan anti-imflamatori (Akomolafe et al., 
2018). Senyawa nitrit oksida (NO) memiliki peran dalam pengaturan denyut 
jantung di masa embrionik. NO diketahui memiliki efek kronotropik positif 
sehingga dapat meningkatkan denyut jantung (Rastaldo et al., 2007). 
Pemberian kafein dosisi tinggi pada penelitian ini diduga menurunkan efek 
inhibisi NO dan menyebabkan stress oksidatif.  
Selain itu, peningkatan denyut jantung akibat stress oksidatif juga 
berhubungan dengan penekanan kadar glutathione (GSH) pada jaringan 
jantung. GSH adalah marker efektif untuk mengetahui status anti-oksidan dari 
organisme dan berfungsi mencegah kerusakan tubuh akibat radikal bebas. 
Selain itu, GSH juga merupakan substrat untuk Glutathione Peroxidase (GSH-
Px) yang dapat mengubah H2O2 menjadi air dan organic peroxide dan menjadi 
alkohol stabil. Glutathione berperan penting dalam mengubah radikal 
superoksida menjadi produk yang lebih tidak berbahaya (Boadi et al., 2015; 
Shamsuzzaman et al., 2016). Sehingga, penurunan level status GSH 
(antioksidan) ini pada akhirnya menginduksi kardiotoksisitas.  
Berdasarkan uji Post Hoc LSD (Least Significance Different), pada 
variabel denyut jantung didapatkan perbedaan signifikan antara kelompok 
kontrol positif (vitamin C 30 ppm) dengan kelompok kontrol negatif. Kelompok 
kontrol positif menunjukkan adanya penurunan denyut jantung dibandingkan 
dengan kelompok kontrol dan kelompok kontrol negatif. Hal ini menunjukkan 
bahwa vitamin C dengan konsentrasi tersebut bekerja sebagai antioksidan 
secara optimal. Vitamin C dapat bertindak sebagai antioksidan dengan 
kontribusinya dalam menangkal ROS. Vitamin C adalah antioksidan non 




kesehatan sistemik secara umum. Vitamin C (asam askorbat) adalah 
antioksidan hidrofilik utama dan inhibitor peroksidasi lemak. Molekul ini secara 
cepat menurunkan radikal α-tocopheroxyl dan LDL untuk regenerasi α-
tocopherol dan menghambat propagasi radikal bebas pada membran 
(Zalukhu et al., 2016). Penggunaan vitamin C pada penelitian ini juga 
mempertimbangkan sifatnya yang larut dalam air. 
Rata-rata semua kelompok perlakuan kulit delima memiliki denyut 
jantung yang lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol positif (vitamin C 30 
ppm). Hal ini diduga karena kulit delima memiliki kandungan lain selain vitamin 
C yang berperan sebagai antioksidan, sehingga memperbesar efek terhadap 
penurunan denyut jantung. Denyut jantung pada kelompok perlakuan 
menurun seiring dengan bertambahnya konsentrasi kulit delima, meskipun 
tidak memiliki perbedaan yang signifikan antar kelompok. Denyut jantung 
terendah terdapat pada kelompok perlakuan 5 dengan konsentrasi ekstrak 
kulit delima 0,7 ppm. Ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi 
ekstrak maka akan menurunkan menurunkan denyut jantung ikan zebra pada 
72 hpf. 
Semua kelompok perlakuan kulit delima yaitu kelompok perlakuan 1 
(0,14 ppm), perlakuan 2 (0,28 ppm), perlakuan 3 (0,42 ppm), perlakuan 4 (0,56 
ppm) dan perlakuan 5 (0,7 ppm) menunjukkan penurunan denyut jantung 
terhadap kelompok paparan kafein 100 ppm (kontrol negatif) secara 
signifikan. Pemberian konsentrasi ekstrak secara bersamaan dengan kafein 
100 ppm diasumsikan menyebabkan adanya interaksi antara kafein dan 
senyawa di dalam kulit delima sehingga memicu penurunan denyut jantung. 




pemberiannya bersamaan dengan kafein diduga bekerja sebagai antioksidan 
yang menangkal stress oksidatif yang disebabkan oleh kafein. 
Uji regresi menunjukkan bahwa pemaparan ekstrak kulit delima 
memiliki pengaruh terhadap penurunan denyut jantung. Uji korelasi antar 
kelompok perlakuan menunjukkan nilai koefisien korelasi sebesar -0.500. Hal 
ini menunjukkan hubungan negatif yaitu peningkatan konsentrasi kulit delima 
terbukti diikuti dengan penurunan denyut jantung.  
Fakta yang diperoleh pada penelitian ini disertai dengan kajian teori 
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kulit delima dapat menurunkan 
denyut jantung. Semua kelompok perlakuan dengan konsentrasi ekstrak kulit 
delima menunjukkan pengaruh penurunan denyut jantung. Hal ini diduga 
merupakan akibat dari aktivitas antioksidan kuat dalam kulit delima. Hasil 
penelitian ini sejalan dengan penelitian oleh Sun et al (2016) yang 
menunjukkan bahwa delima dapat menurunkan denyut jantung secara 
signifikan setelah mengalami stress oksidatif. 
Berbagai kandungan antioksidan dalam kulit delima tersebut memiliki 
potensi sebagai antioksidan sehingga mampu mengurangi kerusakan sel 
tubuh akibat stres oksidatif (Shaygannia et al., 2016; Duke, 2017). Antioksidan 
kulit delima dapat mencegah stress oksidatif dengan mencegah formasi ROS 
atau menghilangkan efek ROS (Zalukhu et al., 2016). Kulit delima 
mengandung senyawa flavonoid, asam fenolat, dan tannin diantaranya 
gallotannin, ellagitannin, anthocianin, asam ellagic, kuersetin, asam galat, 
katekin yang mempunyai khasiat sebagai antioksidan (Madrigal-Carballo et 




Kandungan antioksidan kulit buah delima berpotensi menjadi agen 
kardioprotektif (Hassanpour Fard et al., 2011; El-Wakf et al., 2018). Semua 
kandungan antioksidan dalam kulit buah delima telah terbukti secara in vivo 
menangkal radikal bebas dan memberi manfaat untuk kesehatan jantung 
(Aviram & Rosenblat, 2013). Penelitian oleh Doostan et al (2017) 
menunjukkan bahwa kulit delima memiliki aktivitas antioksidan dari total fenol 
dan flavonoid dalam melawan stress oksidatif (SOD and GPx) dan merubah 
profil lipid (TC, HDL, and LDL) pada tikus yang diinduksi methotrexate 
(Doostan et al., 2017). Kulit buah delima kaya akan tannin yang disebutkan 
dalam penelitian oleh Zaglool et al (2017) yaitu tannin pada kulit delima akan 
menurunkan absorpsi Ca pada tikus. Tannin merupakan salah satu golongan 
polifenol.  
Kandungan polifenol dan flavonoid pada kulit delima menunjukkan 
aktivitas biologik yang penting antara lain mengeliminasi dan menstabilkan 
radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal 
bebas, dan memutus reaksi oksidasi berantai pembentukan radikal bebas, 
sehingga reaktivitas senyawa oksidan tersebut dapat dihambat, sehingga 
penurunan risiko penyakit kardiovaskuler.  
Selain itu, kulit delima juga diketahui dapat meningkatkan efek inhibisi 
NO (Wang et al., 2018) dan berdampak pada penurunan denyut jantung. 
Potensi kulit delima yang lain yaitu dapat memperbaiki level SOD dan GSH 
yang menunjukkan kemampuan menangkal stress oksidatif (Hassanpour Fard 
et al., 2011). Peningkatan GSH atau aktivitas SOD pada organ memberikan 




Salah satu kandungan kulit delima yang memberikan efek positif pada 
denyut jantung adalah ellagic acid. Kandungan asam ellagic menstimulasi 
vasorelaktasi pada aorta tikus melalui mekanisme endothelial dan inhibisi 
influks kalsium (Yilmaz & Usta, 2013).  
 
6.2 Pengaruh Perlakuan terhadap Edema Perikardium 
Adanya edema perikardium diketahui melalui pengamatan dengan 
membandingkan ukuran perikardium kelompok perlakuan dengan kelompok 
kontrol. Edema perikardium dikatakan positif apabila ukuran perikardium 
melebihi ukuran kelompok kontrol. Kelainan edema perikardium ditandai 
dengan adanya penambahan ketebalan pada perikardium dan dihitung jumlah 
ikan zebra yang memiliki perbedaan besar dengan kelompok kontrol. Edema 
perikardium mengacu pada abnormalitas volume cairan di ruang yang 
mengelilingi jantung (McGrath, 2012) yang dapat dengan mudah 
divisualisasikan pada embrio ikan zebra yang transparan. 
Edema perikardium merupakan salah satu kelainan morfologi pada 
larva ikan zebra. Ketebalan perikardium diamati pada embrio usia 72 hpf.  
Hasil analisis edema perikardium menunjukkan signifikansi sebesar 0.000 
(p<0.05) yang berarti bahwa perlakuan kulit buah delima memberikan 
pengaruh signifikan terhadap kejadian edema perikardium. Sedangkan uji 
korelasi antar kelompok perlakuan menunjukkan nilai koefisien korelasi 
negatif. Hal ini menunjukkan hubungan negatif yaitu peningkatan konsentrasi 
kulit delima terbukti diikuti dengan penurunan kejadian edema perikardium. 
Perlakuan pada kelompok kontrol positif (vitamin C 30 ppm) 




kelompok kontrol negatif (kafein) secara signifikan. Hal ini menunjukkan 
bahwa vitamin C dengan konsentrasi tersebut telah menunjukkan efeknya 
sebagai antioksidan dalam menangkal stress oksidatif yang ditimbulkan oleh 
paparan kafein konsentrasi tinggi.  
Rata-rata kejadian edema perikardium pada kelompok kontrol positif 
(vitamin C) lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok perlakuan 1 (0,14 
ppm) dan 2 (0,28 ppm), namun lebih rendah jika dibandingkan dengan 
kelompok perlakuan 3 (0,42 ppm), 4 (0,56 ppm) dan 5 (0,7 ppm). Hal ini dapat 
menunjukkan efek kulit delima lebih kuat dalam menurunkan kejadian edema 
perikardium jika dibandingkan dengan vitamin C pada konsentrasi ekstrak kulit 
delima 0,42 ppm, 0,56 ppm dan 0,7 ppm.  
Namun, tidak ada perbedaan signifikan antara kejadian edema 
perikardium pada kelompok kontrol positif dengan kelompok perlakuan yang 
berarti bahwa kulit delima telah memberikan efek yang setara dengan 
antioksidan vitamin C. Penurunan rata-rata pada kelompok perlakuan 3 (0,42 
ppm), 4 (0,56 ppm), dan 5 (0,7 ppm) yang lebih rendah dibandingkan kontrol 
positif tersebut diduga akibat kandungan-kandungan lain dalam kulit delima 
selain vitamin C yang turut berperan sebagai antioksidan sehingga 
memperkuat kemampuan kulit delima dalam menangkal radikal bebas. 
Penelitian ini menunjukkan hasil yang signifikan pada semua kelompok 
perlakuan 2 (0,28 ppm), kelompok perlakuan 3 (0,42 ppm), kelompok 
perlakuan 4 (0,56 ppm), serta kelompok perlakuan 5 (0,7 ppm) terhadap 
kelompok kontrol negatif (kafein 100 ppm). Namun kelompok perlakuan 1 
(kafein 100 ppm + konsentrasi 0,14 ppm) tidak memiliki perbedaan signifikan 




delima 0,14 ppm belum dapat bekerja secara optimal dalam menurunkan 
kejadian edema perikardium akibat paparan kafein, sedangkan konsentrasi 
0,28 ppm, 0,42 ppm, 0,56 ppm dan 0,7 ppm telah optimal dalam memberikan 
efek penurunan edema perikardium. Diduga konsentrasi ekstrak kulit buah 
delima mampu bekerja sebagai antioksidan dalam konsentrasi 0,28, 0,42 
ppm, 0,56 ppm dan 0,7 ppm.  
Hal ini menunjukkan adanya potensi kulit delima dalam menormalkan 
kondisi kelainan jantung yang dialami akibat stress oksidatif dengan 
peningkatan konsentrasi. Tingkat penurunan edema perikardium sejalan 
dengan peningkatan konsentrasi. Konsentrasi yang paling signifikan dalam 
menurunkan kejadian edema perikardium adalah 0,7 ppm (p= 0.000) dengan 
rata-rata kejadian edema perikardium terendah dibandingkan kelompok 
perlakuan lainnya.  
Edema perikardium yang terjadi pada kelompok kontrol negatif dalam 
penelitian ini disebabkan akibat adanya paparan kafein sejumlah 100 ppm 
yang diduga menimbulkan stress oksidatif. Stress oksidatif berhubungan 
dengan spesies oksigen reaktif yang tidak stabil (ROS) yang bereaksi cepat 
dan destruktif dengan biomolekul seperti protein, lipid, DNA dan RNA dalam 
tubuh. Edema perikardium yang diinduksi kafein juga salah satunya 
diasumsikan terjadi akibat dari kerusakan DNA. Kafein dapat menginduksi 
stress oksidatif di tingkat sel dan menyebabkan kerusakan DNA. Toksisitas 
pada penelitian ini kemungkinan disebabkan oleh adanya paparan kafein 
dalam dosis tinggi yang menyebabkan hambatan atau perubahan pada 




Stress oksidatif akibat paparan kafein menyebabkan kerusakan sel 
dangan tiga cara, yaitu peroksidasi komponen lipid dari membran sel dan 
sitosol sehingga menyebabkan serangkaian reduksi asam lemak yang 
mengakibatkan kerusakan membran; kerusakan DNA yang dapat 
menyebabkan mutasi DNA bahkan dapat menimbulkan kematian sel; 
modifikasi protein teroksidasi karena terbentuknya cross linking protein 
melalui mediator sulfidril atas beberapa asam amino labil seperti sistein, 
metionin, lisin, dan histidine (Winarsi, 2011). Stres oksidatif dapat 
menginduksi disfungsi mitokondria, mutasi genetik, serta menyebabkan 
kematian sel. Terganggunya fungsi mitokondria meningkatkan stress oksidatif 
yang dapat menyebabkan kerusakan organ (Sun et al., 2016).  
Pemberian kafein pada masa perkembangan ikan zebra menyebabkan 
peningkatan kadar acetaldehyde dan radikal bebas lain yaitu hidrogen 
peroksida dan superoksida. Senyawa-senyawa tersebut dapat menimbulkan 
efek teratogenik dan mutasi pada ikan zebra. Adanya radikal bebas aktif yang 
melebihi kapasitas buffering antioksidan yang tersedia pada jaringan akan 
menghasilkan stres oksidatif.  
Spesies oksigen reaktif (ROS) dapat merusak DNA, protein, lipid, dan 
karbohidrat yang mengganggu struktur atau fungsi sel dan jaringan. 
Kerusakan jaringan dan penyakit kronis dapat terjadi setelah reaksi biokimia 
enzim dan non-enzim yang termediasi yang kemudian menghasilkan radikal 
bebas. Radikal bebas merupakan senyawa antara yang sangat reaktif yang 
dikaitkan dengan lipid dan peroksidasi protein, sehingga dapat mengakibatkan 




ROS yang berikatan dengan lipid pada membran sel (peroksidasi lipid) 
akan menyebabkan terbentuknya Malondialdehid (MDA). MDA tersebut akan 
menghasilkan aldehid dan keton yang bersifat toksik terhadap sel. Aldehid dan 
keton akan merusak sel serta struktur DNA. MDA bersifat merugikan yang 
disebut sebagai sel mutagen pada sel mamalia dan bersifat karsinogenik. 
Peningkatan MDA menginduksi stress oksidatif (Shamsuzzaman et al., 2016). 
Selain itu, diduga terdapat penurunan aktivitas DNA polimerase dan 
hambatan aktivitas fosfodiesterase, sehingga menyebabkan malformasi 
berupa edema perikardium (Geethavani et al., 2014).  
Stress oksidatif yang diinduksi oleh kafein dapat mengganggu 
beberapa gen yang dibutuhkan dalam perkembangan jantung selama 
embryogenesis ikan zebra diantaranya faktor transkripsi seperti gata dan hand 
2 yang berperan penting dalam diferensiasi myocardium awal dan 
morfogenesis. Faktor transkripsi gata merupakan deteriminan penting pada 
siklus hidup sel selama hematopoiesis. Vegf (Vascular Endothelial Growth 
Factor) adalah faktor utama yang mengontrol onset dan pemeliharaan 
kontraktilitas ventrikuler (Chen et al; 2015; Li et al., 2017). Edema perikardium 
dapat disebabkan oleh peningkatan regulasi (up regulation) Vegf dan gata1 
(Chen et al, 2015). Ekspresi gen berlebih pada hand2 dapat mengaugmentasi 
proliferasi regeneratif pada cardiomyocytes yang menyebabkan pembesaran 
jantung (Schindler et al., 2014).   
Pemberian kafein pada penelitian sebelumnya telah terbukti 
meningkatkan kerusakan sel melalui mekanisme stress oksidatif yang ditandai 
dengan up regulating HSP70 sebagai biomarker molekuler terhadap stress 




yang mengindikasikan terjadinya apoptosis dan kerusakan DNA (Abdelkader 
et al., 2013).  
JNK merupakan salah satu jalur kaskade MAPK yang berperan dalam 
berbagai peristiwa dan berbagai respon patologis pada manusia (Xiao et al., 
2013). Selain itu, JNK menjadi aktif ketika ketika sel terpapar stress, sinyal 
pertumbuhan, atau berdiferensiasi. JNK ini sangat berperan dalam proses 
organogenesis (Valesio et al., 2013). JNK terdiri dari 3 subtipe, yaitu JNK1, 
JNK2 dan JNK3. Gen JNK1 pada manusia memiliki konsistensi yang sama 
dengan gen JNK1 ikan zebra. JNK1 pada ikan zebra banyak diekspresikan 
pada organ jantung, otot, dan organ-organ lain (Xiao et al., 2013). Sehingga 
ikan zebra cocok untuk digunakan dalam mengamati JNK1 (Chyrstal, 2015). 
Namun, dalam penelitian ini, tidak dapat diketahui mekanisme pasti regulasi 
jalur kaskade tersebut. JNK1-3 terlibat dalam kejadian malformasi jantung 
kongenital. 
Edema perikardium yang terjadi pada penelitian ini juga dapat dikaitkan 
dengan peningkatan tekanan hidrostatik yang salah satunya yaitu disebabkan 
oleh kagagalan jantung (McGrath, 2012; Hanke et al., 2013). Penumpukan 
cairan dalam perikardium dapat  menyebabkan tekanan yang begitu tinggi 
pada jantung, sehingga membuat fungsi jantung menurun dan 
membahayakan nyawa.  
Paparan yang diharapkan dapat memberikan efek antioksidan dalam 
penelitian ini adalah kulit buah delima. Penelitian ini lebih lanjut menguji kulit 
delima yang kaya akan sumber antioksidan dan pengaruhnya dalam 
mengurangi masalah yang berhubungan dengan jantung. Aktivitas 




memodulasi enzim dengan mengubah cell-signaling, dan berfungsi sebagai 
penstabil oksidatif (Gouda et al., 2016). Penelitian ini menunjukkan bahwa ada 
potensi yang besar pada kulit delima yang saat ini hanya menjadi produk 
sampingan dari pengolahan jus buah delima dan pengolahan makanan 
fungsional dengan bahan delima. 
Banyak penelitian yang telah mendukung adanya antioksidan yang 
tinggi pada kulit buah delima (Akhtar et al., 2015; Arun et al., 2017) dan telah 
terbukti melindungi dari radikal bebas akibat peroksidasi lipid dan kerusakan 
DNA (El-Wakf et al., 2018). Penelitian terbaru menunjukkan pemberian 
ekstrak kulit delima secara signifikan mengurangi produksi anion superoksida 
pada mitokondria (Sun et al., 2016), berperan dalam mengatur gen yang 
terkait dengan mitosis, replikasi DNA, perbaikan DNA, organisasi kromosom, 
pengolahan RNA dan berkaitan dengan gen yang terlibat dalam apoptosis dan 
proliferasi sel (Shirode et al., 2014; Singh et al., 2018).  
Kandungan antioksidan kulit delima yang diduga berhubungan dengan 
penurunan kejadian edema perikardium adalah seperti vitamin (A, B6, C, E, 
folat), kalium, asam oxalic, asam hidroksil cinnamic, polifenol (tannin, asam 
galat, kaempferolm, cathecin, gallocatechol, ellagic acid, punicalagin, 
quercetin, antosianin dan lain-lain (Al-Rawahi et al., 2014; Rom O et al., 2016; 
Arun et al., 2017). Polifenol dalam kulit buah delima melindungi tubuh 
melawan peroksidasi lipid dalam serum (Aviram & Rosenblat, 2013). Salah 
satu kandungan kulit delima yang bertanggung jawab terhadap anti-mutagenik 
dan kandidat antioksidan kuat adalah ellagitannin (Wang et al., 2015; Doostan 
et al., 2017). Penelitian lain menyatakan bahwa asam galat (gallic acid) 




glucoside adalah yang paling mewakili kandungan flavonoid pada kulit delima 
(Ambigaipalan et al., 2016; Wang et al., 2018).  
Kandungan Ellagic Acid yang merupakan salah satu jenis polifenol 
pada kulit delima dapat membentuk antioksidan primer yang menghambat 
produk oksidatif memasuki sistem sirkulasi darah dan jaringan lain (SUN, 
2017). Ellagic acid mengaktivasi respon antioksidan melalui Nrf2 (Nuclear 
erythroid 2-related factor 2). EA telah terbukti memiliki aktivitas yang 
menangkal berbagai ROS. Empat gugus fungsi hidroksil dan dua lakton 
bertindak sebagai akseptor ikatan hydrogen dan donor, memungkinkan EA 
untuk menangkal O2●−, HO●, H2O2 dan ONOO● . Di sisi lain, EA secara tidak 
langsung melakukan fungsi protektif melawan stress oksidatif dengan 
meningkatkan regulasi (upregulation) Nrf2. Nrf2 adalah factor transkripsi yang 
sensitive terhadap redox dan merupakan regulator respon antioksidan dalam 
sel. EA menginduksi fosforilasi Nrf2 melalui peningkatan P13k/Akt dan MAPK 
(García-Niño dan Zazueta, 2015).  
Kandungan lain pada kulit delima yang memberikan efek antioksidan 
yaitu punicalagin. Punicalagin dapat menghalangi kerusakan DNA melalui 
penekanan caspases dan sitokin proinflamasi. Punicalagin secara signifikan 
dapat menormalkan fungsi Bcl-2 dan Bax (El-Missiry et al., 2015) sehingga 
melindungi embrio ikan zebra dari kematian sel jantung. Punicalagin telah 
dibuktikan dapat menurunkan MDA (malondiadehyde) dan ROS pada 
mitokondria, serta meningkatkan enzim yang melindungi dari stress oksidatif 
(Aqil et al., 2012; Sun et al., 2016). Punicalagin mempromosikan ekspresi 
protein Nrf2 dan translokasi nuclear yang diikuti oleh induksi enzim 




Punicalagin menunjukkan efek anti-apoptosis dan melindungi DNA 
dengan sifat antioksidannya. Punicalagin secara efektif menurunkan dan 
mengatur P53 serta menaikkan kadar Bcl-2 dan intraseluler GSH pada tikus. 
Bcl-2 menunjukkan pengaruh anti-apoptosis dan anti-nekrotik melalui efek 
antioksidan pada ROS intraseluler (Amin et al., 2015). Bcl-2 dapat 
menurunkan peroksidasi lipid dengan meningkatkan resistensi sel terhadap 
ROS dan menghambat produksi ROS. Punicalagin yang terkandung dalam 
kulit delima memegang peranan penting dalam perlindungan melawan stress 
oksidatif dengan IC50 yang rendah (Giamogante et al., 2018). 
Kulit delima (Punica granatum L. Punicaceae) diketahui memiliki 
potensi melawan penyakit kardiovaskuler (Orgil et al., 2014; Sreeja et al., 
2014; Arun et al., 2017). Konsentrasi ekstrak kulit delima pada penelitian ini 
yang pemberiannya bersamaan dengan kafein diduga bekerja sebagai 
antioksidan yang menangkal terjadinya stress oksidatif yang disebabkan oleh 
kafein. Pemberian ekstrak kulit delima dengan konsentrasi 0,7 ppm dapat 
bertindak sebagai antioksidan dengan baik saat diberikan pada awal 
perkembangan karena terbukti dapat mengembalikan fungsi jantung embrio 
ikan zebra pada 72 hpf.  
Berdasarkan klasifikasi toksisitas akuatik oleh Organization for 
Economic Co-operation and Development (OECD),  ekstrak etanol kulit buah 
delima tergolong aman serta tidak ada senyawa yang berpotensi 
menyebabkan masalah pada organ reproduksi, jantung, dan hormon 





6.3 Keterbatasan Penelitian 
Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan diantaranya yaitu tidak 
dilakukannya dekorionisasi, ekstrak belum diisolasi, edema perikardium 
yang belum diukur menggunakan suatu alat ukur otomatis dan 
terstandarisasi. Namun, hingga saat ini pun belum ada alat ukur yang dapat 
mengukur ketebalan edema perikardium dengan tepat karena gambaran 
objek sangat kecil yang membutuhkan tingkat ketelitian hingga 0,01 mm. 
Pengukuran edema perikardium yang tepat adalah menggunakan metode 
alat ukur yang reliable karena dapat menunjukkan ketebalan edema yang 
sesungguhnya. Selain itu, penelitian ini belum dapat menjelaskan mengenai 








Pemberian ekstrak kulit delima sebagai antioksidan dapat memberikan 
pengaruh pada penurunan denyut jantung dan kejadian edema perikardium 
embrio ikan zebra yang terpapar kafein. Kafein dapat meningkatkan denyut 
jantung dengan konsentrasi 100 ppm melalui aktivitasnya sebagai pro-oksidan 
yang diduga menyebabkan stress oksidatif dan merusak DNA. Pemaparan 
ekstrak kulit delima (Punica granatum L.) dengan konsentrasi 0,14 ppm, 0,28 
ppm, 0,42 ppm, 0,56 ppm, dan 0,7 ppm bertindak sebagai antioksidan 
terhadap embrio ikan zebra yang terpapar kafein. Hal ini dibuktikan dengan 
adanya penurunan denyut jantung dan kejadian edema perikardium secara 
signifikan antara kelompok kontrol dan perlakuan.  
 
7.2 Saran 
Setelah penelitian ini dilakukan dengan segala keterbatasan yang ada, 
maka perlu diperhatikan beberapa hal yang diuraikan sebagai berikut: 
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan mengeksplorasi 
konsentrasi kulit delima yang lebih tinggi karena konsentrasi kecil kulit 
delima dalam penelitian ini telah membuktikan pengaruhnya terhadap 




2. Uji klinik dan penelitian pada hewan lain (seperti tikus, mencit, dan lain-
lain) diperlukan untuk menilai efektivitas dan keamanan kulit delima 
selama kehamilan sebelum rekomendasi dibuat. 
3. Perlu dilakukan dekorionisasi pada embrio ikan zebra dengan 
kemampuan dan alat yang memadai untuk mengoptimalkan 
pemaparan. Namun diharapkan tidak mengurangi survival rate pada 
embrio akibat dekorionisasi. 
4. Penggunaan alat yang otomatis dan terstandarisasi sangat disarankan 
dalam mengukur edema perikardium, sehingga akan memudahkan 
pengamat dalam memberikan hasil yang lebih objektif. 
5. Tahap perkembangan ikan zebra perlu diamati hingga dewasa untuk 
mengetahui apakah pengaruh tersebut memberikan gangguan 
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